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DESCRIPCIÓN 

Métodos de producción de bioconjugados de polisacáridos de E. coli O–antígeno, sus composiciones y métodos de 

utilización 

Antecedentes de la invención 

Las cepas patogénicas extraintestinales de Escherichia coli (ExPEC) son normalmente habitantes inocuos del tracto 5 
gastrointestinal humano, junto con las cepas de E. coli comensales. Los aislados de ExPEC no pueden distinguirse 

fácilmente de los aislados comensales por serotipo, aunque muchos linajes clonales están dominados por ExPEC, 
como se define por serotipos de O–antígeno, cápsula y antígeno flagelar (abreviados como O:K:H, por ejemplo 
O25:K1:H4). En contraste a E. coli comensales, las cepas de ExPEC expresan una amplia gama de factores de 
virulencia que les permitan colonizar el tracto gastrointestinal, así como causar una amplia gama de infecciones 10 
extraintestinales, que se asocian con una carga importante en materia de costes sanitarios debido a hospitalizaciones 
y muertes. Los recién nacidos, los pacientes de edad avanzada y las personas inmunocomprometidas son 
especialmente susceptibles a la infección por ExPEC, incluyendo la enfermedad por ExPEC invasiva (IED). 

Las cepas de ExPEC son la causa más común de infecciones del tracto urinario (UTI) y contribuyentes importantes a 
infecciones en el sitio quirúrgico y la meningitis neonatal. Las cepas también se asocian con infecciones abdominales 15 
y pélvicas y neumonía nosocomial, y ocasionalmente están implicadas en otras infecciones extraintestinales, tales 
como osteomielitis, celulitis e infecciones de las heridas. Todos estos sitios primarios de infección puede causar 
bacteriemia por ExPEC. ExPEC es la causa más común la mayor parte de bacteriemia de inicio en la comunidad y un 
importante patógeno causante de bacteriemia nosocomial y se encuentra en aproximadamente el 17% al 37% de los 
aislados sanguíneos clínicamente significativos. Los pacientes con un hemocultivo positivo para ExPEC normalmente 20 
sufren síndrome de sepsis, sepsis grave o shock séptico. Se ha observado un aumento de la resistencia de ExPEC 
contra antibióticos de primera línea, incluyendo las cefalosporinas, fluoroquinolonas y trimetoprima / sulfametoxazol. 
La aparición y rápida diseminación mundial de ExPEC secuencia de tipo 131 (ST131) se considera un factor principal 
en la mayor resistencia a los fármacos, incluyendo la resistencia a múltiples fármacos. Este clon se encuentra en el 
12.5% al 30% de todos los aislados clínicos de ExPEC, exhibe mayormente serotipo O25b:H4 y muestra altos niveles 25 
de resistencia a las fluoroquinolonas, que a menudo se acompañan de resistencia a trimetoprima / sulfametoxazol y 
beta–lactamasas de amplio espectro que confieren resistencia a las cefalosporinas. 

El O–antígeno comprende el componente inmunodominante del lipopolisacárido de pared celular (LPS) en bacterias 
Gram–negativas, incluyendo E. coli. Actualmente hay más de 180 O–antígenos de E. coli serológicamente únicos 
identificados, con la gran mayoría de los aislados de ExPEC clasificados dentro de menos de 20 serotipos de O–30 
antígeno. Los O–antígenos de E. coli de longitud completa normalmente se componen de aproximadamente 10 a 25 

unidades repetitivas de azúcar unidas a la estructura central de LPS altamente conservada, con cada componente 
sintetizado por separado por enzimas codificadas predominantemente en los grupos de genes rfb y rfa, 
respectivamente. Después de la polimerización del O–antígeno, la cadena principal de polisacáridos del O–antígeno 
puede ser modificada, típicamente a través de la adición de residuos acetilo o glucosa. Estas modificaciones aumentan 35 
eficazmente la diversidad serotípica mediante la creación de serotipos antigénicamente distintos que comparten un 
esqueleto de polisacáridos común, pero difieren en las ramas laterales. Los genes que codifican las enzimas 
modificadoras de O–antígeno típicamente residen fuera del grupo rfb en el cromosoma, y en algunos casos, estos 
genes se encuentran dentro de bacteriófagos lisogénicos. 

Los aislados de ExPEC pertenecientes al serogrupo O4 se han identificado comúnmente en estudios de vigilancia 40 
contemporáneos de aislados sanguíneos de EE. UU. y la UE. Se determinó la estructura del polisacárido O4 como –
–> 2) α–L–Rha (1–> 6) α–D–Glc (1–> 3) α–L–FucNAc (1–> 3) β–D GlcNAc (1–> a partir de una cepa de E. coli O4:K52 
(Jann et al., Carbohydr. Res. (1993) v. 248, pp. 241–250). Se determinó una forma singular de la estructura de 

polisacárido O4 para las cepas O4:K3, O4:K6 y O4: K12, en las que la estructura anterior se modificó mediante la 
adición de un α–D–Glc (1–> 3) unido al residuo de ramnosa del polisacárido (Jann et al., 1993, supra). Esta forma del 45 
polisacárido se denomina en el presente documento a continuación como ‘O4 glucosilada’. Las enzimas responsables 
de la modificación del O–antígeno dentro de las cepas de E. coli O4 no fueron identificadas. 

Los esfuerzos hacia el desarrollo de una vacuna para prevenir las infecciones por ExPEC se han centrado en 
conjugados de polisacáridos O–antígenos. Una vacuna de conjugado de O–antígeno 12–valente se sintetizó a través 
de la extracción y la purificación de polisacárido de O–antígeno y la conjugación química a exotoxina A de 50 
Pseudomonas aeruginosa desintoxicada y se evaluó en cuanto a seguridad e inmunogenicidad en un estudio clínico 
de Fase 1 (Cross et al., J. Infect. Dis. (1994) v.170, pp. 834–40). Esta vacuna candidata nunca fue autorizada para su 
uso clínico. Recientemente se ha desarrollado un sistema de bioconjugación en E. coli, en el que el antígeno de 
polisacárido y la proteína portadora son ambos sintetizados in vivo y posteriormente conjugados in vivo a través de 
las actividades de la oligosacaril transferasa PglB, una enzima de Campylobacter jejuni, expresada en E. coli (Wacker 55 
et al., Proc. Nat. Acad. Sci. (2006) v. 103, pp. 7088–93). Este sistema de glicosilación de proteínas N–ligadas es capaz 

de transferir diversos polisacáridos a una proteína portadora, lo que permite métodos directos para purificar el 
conjugado. 
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La bioconjugación se ha utilizado con éxito para producir polisacáridos conjugados para una vacuna candidata de O–
antígeno de E. coli cuatro–valente (Poolman y Wacker, J. Infect. Dis. (2016) v.213(1), pp. 6–13). Sin embargo, el 

desarrollo de una vacuna exitosa de ExPEC requiere cobertura de los serotipos predominantes, y la presencia de otras 
modificaciones de O–antígeno en subconjuntos de aislados de ExPEC presenta un desafío adicional en la cobertura 
de aislados que muestran LPS no modificados y modificados. Además, la eficiencia de la producción de los múltiples 5 
componentes para composiciones de vacunas más complejas que cubren múltiples serotipos se vuelve cada vez más 
importante, y por lo tanto sigue habiendo una necesidad de mejoras en la producción de bioconjugados individuales 
de O–antígenos específicos.  

Breve síntesis de la invención 

En vista de la creciente resistencia a los antibióticos entre aislados de ExPEC y la presencia de otras modificaciones 10 
de O–antígenos entre O–serotipos predominantes, existe una necesidad de mejores tratamientos profilácticos y 
terapéuticos para estas infecciones. La invención satisface esta necesidad definiendo la composición genética de los 
aislados clínicos contemporáneos, incluyendo la identificación de los genes que codifican enzimas modificadoras de 
O–antígenos, lo que permite la ingeniería de células huésped recombinantes capaces de sintetizar bioconjugados de 
los O–antígenos, incluyendo bioconjugados que comprenden modificaciones de O–antígenos seleccionadas. Además, 15 
en un aspecto de la invención, se proporcionan células huésped y métodos para mejorar la producción de 
bioconjugados de O–antígenos específicos mediante el uso de variantes de oligosacariltransferasa (OST), sobre la 
base de las ventajas de uso de ciertas variantes de OST para bioconjugados de determinados O–antígenos de E. coli 
de manera dependiente del serotipo impredecible. El uso de tales variantes de OST también pueden, en ciertos casos, 
afectar el patrón de glicosilación del bioconjugado, por ejemplo aumentando el número relativo de glicanos acoplados 20 
a la proteína portadora, en comparación con bioconjugados producidos utilizando variantes de tipo salvaje u otras 
variantes de la OST, y por lo tanto también se proporcionan nuevos bioconjugados producidos por tales métodos como 
un aspecto de la invención. 

En un aspecto, se proporciona un método de preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno polisacárido de E. 
coli unido covalentemente a una proteína portadora, comprendiendo el método: 25 

(i) proporcionar una célula huésped recombinante que comprende: 

una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación que 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la SEQ 
ID NO: 2; y 30 

una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 

(ii) cultivar la célula huésped recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado, 

en donde: 

cuando el OX– antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 35 

cuando el OX–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácido 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que es 
capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 
polisacárido de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una glicosiltransferasa GtrB 40 
que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, en donde la translocasa 
es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de glucosilar bactoprenol; 

cuando el OX–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 45 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 

cuando el OX–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 50 
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cuando el OX–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; y 

cuando el OX–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V, 

en donde, en cada caso, las mutaciones de aminoácidos son en relación con la PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, 5 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos  

polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas (O1A), (O4–Glc+), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O18A) y (O75), 
respectivamente, como se muestra en la Tabla 1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, 
preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de 10 
aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende la mutación 
de aminoácido N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 
6. En una forma de realización, el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende las 15 
mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6. En formas de realización en donde el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido 
glucosilado, la célula huésped recombinante comprende además, preferiblemente, una secuencia que codifica un GtrS 
que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4, y secuencias de nucleótidos que codifican un GtrA y un GtrB 
que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente. 20 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las secuencias de 
aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de 
aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene 25 
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de 
aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de 30 
aminoácidos de Y77H, S80R, Q287P, K289R y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de 
aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene 
la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y preferiblemente comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ 35 
ID NO: 6. 

En una forma de realización, el Ox–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de 
aminoácido de N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácido de SEQ ID NO: 6. 

En un aspecto particular, se proporciona un método de preparación de un bioconjugado de un Ox–antígeno 
polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, comprendiendo el método: 40 

(i) proporcionar una célula huésped recombinante que comprende: 

una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación que 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la SEQ 
ID NO: 2; y 45 

una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 

(ii) cultivar la célula huésped recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado, 

en donde el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311V con relación al PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, 
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en donde el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, O4 antígeno polisacárido glucosilado, O6A antígeno 
polisacárido, O15 antígeno polisacárido, O16 antígeno polisacárido u O75 antígeno polisacárido, y cuando el Ox–
antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, la célula huésped recombinante comprende además una secuencia 
que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que es capaz de 
modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 5 
polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 

glicosiltransferasa GtrB que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, 
en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de 
glucosilar bactoprenol, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O15, O16 y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas 10 
(O1A), (O4–Glc+), (O6A), (O15), (O16) y (O75), respectivamente, como se muestra en la Tabla 1, y cada n es 
independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 
7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

En ciertas formas de realización, el método comprende además aislar el bioconjugado de la célula huésped 
recombinante. 15 

En ciertas formas de realización, la proteína portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A 
desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide 
diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, 
enterotoxina termolábil de E. coli, variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera 
subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el 20 
dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa 
californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína 
D de Haemophilus influenzae no tipificable. 

En ciertas formas de realización, la proteína portadora es exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa 
(EPA). Preferiblemente, la proteína portadora EPA comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4 sitios 25 
de glicosilación. En ciertas formas de realización, cada sitio de glicosilación comprende una secuencia de consenso 
de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. En una forma de realización particular, la proteína portadora EPA 
comprende la SEQ ID NO: 3. 

En ciertas formas de realización, la célula huésped recombinante es una célula de E. coli, por ejemplo, una cepa K–
12 de E. coli, como la cepa W3110. 30 

En otro aspecto, se proporciona un bioconjugado producido por un método de preparación de un bioconjugado de un 
Ox antígeno polisacárido unido covalentemente a una proteína portadora tal como se describe aquí. 

En otro aspecto, se proporciona una composición que comprende tal bioconjugado. En algunas formas de realización, 
una composición comprende al menos 2, preferiblemente al menos 3, más preferiblemente al menos 5, aún más 
preferiblemente al menos 7 de tales bioconjugados. 35 

En ciertas formas de realización, una composición de acuerdo con la invención comprende un bioconjugado de O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde el O4 antígeno 
polisacárido glucosilado tiene la estructura de Fórmula (O4–Glc+) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es un número 
entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 
En ciertas formas de realización, una composición de acuerdo con la invención comprende además al menos un 40 
bioconjugado de O25B antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde el 
O25B antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O25B) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es un número 
entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 
En ciertas formas de realización, una composición de acuerdo con la invención comprende además al menos un 
bioconjugado de O2 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde el O2 45 
antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O2) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es un número entero 
de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

En ciertas formas de realización, una composición de la invención comprende: (i) bioconjugado de O1A antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (ii) bioconjugado de O2 antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (iii) bioconjugado de O4 antígeno 50 
polisacárido glucosilado de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (iv) bioconjugado de O6A 
antígeno polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (v) bioconjugado de O8 antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (vi) bioconjugado de O15 antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (vii) bioconjugado de O16 antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, (viii) bioconjugado de O25B antígeno 55 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, y (ix) bioconjugado de O75 antígeno 
polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, en donde los O1A, O2, O4 glucosilado, 
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O6A, O8, O15, O16, O25B y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas (O1A), (O2), (O4–Glc+), 
(O6A), (O8), (O15), (O16), (O25B) y (O75), respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 1, y cada n es 
independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 
7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. En ciertas formas de realización, dicha composición comprende además: (x) 
bioconjugado de O18A antígeno polisacárido de E. coli acoplado covalentemente a una proteína portadora, en donde 5 
el O18A antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O18A) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es un 
número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 
10 a 20. En ciertas formas de realización, una composición de la invención es una composición inmunogénica. 

En otros aspectos, se proporciona un método de vacunación de un sujeto contra E. coli patogénica extraintestinal 
(ExPEC), que comprende administrar al sujeto dicho bioconjugado o composición tal como se describe en el presente 10 
documento. En otros aspectos, se proporciona dicho bioconjugado o composición tal como se describe en el presente 
documento para su uso en la vacunación contra E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC). 

En otros aspectos, se proporcionan células huésped recombinantes para la preparación de un bioconjugado de un Ox 
antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, donde la célula huésped recombinante 
comprende:  15 

(a) una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

(b) una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación 
que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la 
SEQ ID NO: 2; y 

(c) una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy, 20 

en donde: 

cuando el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácido 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 25 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tienen al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que 
es capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 
glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, 
en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de 30 
glucosilar bactoprenol; 

cuando el Ox–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 35 

cuando el Ox–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 

cuando el Ox–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 40 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; y 

cuando el Ox–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V, 

en donde, en cada caso, las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras 45 
de Fórmulas (O1A), (O4–Glc+), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O18A) y (O75), respectivamente, tal como se muestra en 
la Tabla 1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 
5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 
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En ciertas formas de realización, se proporcionan tales células huésped en donde el Ox–antígeno es O1A antígeno 
polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación 
con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención en donde el Ox–
antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311V en relación 5 
con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. En ciertas formas de realización, 
se proporcionan células huésped recombinantes de la invención en donde el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido 
glucosilado, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V en relación con el PglB de tipo 
salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. En ciertas formas de realización en donde el Ox–
antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, la célula huésped recombinante comprende además una secuencia 10 
que codifica un GtrS que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, y secuencias de nucleótidos que 
codifican un GtrA y un GtrB que tienen las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención en donde el Ox–
antígeno es O6A antígeno polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, 
D483H y A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 15 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención en donde el Ox–
antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 
287, 289, 311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 6. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención en donde el Ox–20 
antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H 
y A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde el Ox–
antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, S80R, Q287P, 
K289R y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 25 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde el Ox–
antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 
287, 289, 311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 6.  

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde el Ox–30 
antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V en relación con el 
PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácido de SEQ ID NO: 6. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde la proteína 
portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. 
coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada 35 
de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, variantes 
desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes 
desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, 
neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína 
de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no tipificable. 40 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde la proteína 
portadora es exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA). En ciertas formas de realización de la 
misma, la proteína portadora EPA comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4, de los sitios de 
glicosilación. En ciertas formas de realización, cada sitio de glicosilación comprende una secuencia de consenso de 
glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. En ciertas formas de realización, la proteína portadora EPA comprende la 45 
SEQ ID NO: 3. 

En ciertas formas de realización, se proporcionan células huésped recombinantes de la invención, en donde la célula 
huésped recombinante es una célula de E. coli, por ejemplo, una cepa K–12 de E. coli, tal como la cepa W3110. 

En ciertas formas de realización para las células huésped y métodos para la preparación de un bioconjugado de un 
O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora de acuerdo con la 50 
invención, el grupo de genes rfb para el O4 antígeno polisacárido de E. coli comprende una secuencia que codifica 
las enzimas que crean el O4 antígeno polisacárido de E. coli (Fórmula (O4–Glc–) en la Tabla 1) y es al menos 80%, 

por ejemplo al menos 90%, por ejemplo al menos 95%, por ejemplo al menos 98% idéntica a la SEQ ID NO: 9. En 
ciertas formas de realización, el grupo de genes rfb comprende la SEQ ID NO: 9. 
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En ciertas formas de realización para las células huésped y métodos para la preparación de un bioconjugado de un 
O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora de acuerdo con la 
invención, la glucosil transferasa que es capaz de modificar el O4 antígeno polisacárido de E. coli para producir el O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 90%, 
preferiblemente al menos 95%, preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4. En 5 
ciertas formas de realización, la glucosil transferasa comprende la SEQ ID NO. 4. 

En ciertas formas de realización para las células huésped y los métodos para la preparación de un bioconjugado de 
un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora de acuerdo con la 
invención, la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y tiene al menos 90%, preferiblemente 
al menos 95%, preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7. En ciertas formas de 10 
realización, la translocasa comprende la SEQ ID NO: 7. 

En ciertas formas de realización para las células huésped y métodos para la preparación de un bioconjugado de un 
O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora de acuerdo con la 
invención, la glicosiltransferasa es capaz de glucosilar bactoprenol y tiene al menos 90%, preferiblemente al menos 
95%, preferiblemente al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8. En ciertas formas de realización, 15 
la glicosiltransferasa comprende la SEQ ID NO: 8. 

Breve descripción de las figuras 

La síntesis anterior, así como la siguiente descripción detallada de la invención, se comprenderá mejor cuando se lea 
conjuntamente con los dibujos adjuntos. Se debe entender que la invención no se limita a las formas de realización 
precisas mostradas en los dibujos. 20 

En los dibujos:  

La FIG. 1 muestra títulos de IgG por ELISA contra O4 LPS no modificado (GLC–) o modificado con glucosa (GLC+) 

en el suero de dos conejos inmunizados con bioconjugado de O4 polisacárido modificado con Glc como se describe 
en el Ejemplo 4; los títulos de ELISA se determinaron por cuadruplicado; 

La FIG. 2 muestra títulos de IgG en ELISA de células enteras con mezcla de los sueros de conejos inmunizados con 25 
un bioconjugado O4 modificado con Glc contra aislados O4 de E. coli con estado gtrS caracterizado como se describe 
en el Ejemplo 4; los siguientes aislados fueron gtrS–negativos: A2625, stGVXN4988, OC24784, OC24787 y OC24788; 
los siguientes aislados fueron gtrS–positivos: Y1382, E551, OC24334, stGVXN4983, stGVXN4994 y OC24794; 
también se incluyó la cepa de control negativo OC9487 (ATCC 35383; serotipo O75); 

La FIG. 3 muestra transferencias Western de LPS extraído de aislados O4 gtrS–positivos y negativos sondeados con 30 

mezcla de los sueros de conejos inmunizados con O4 polisacárido modificado; 

Las FIGS. 4A y 4B muestran respuestas de anticuerpos inducidas por bioconjugados O4 glucosilados (O4–Glc+) EPA; 
la FIG. 4A muestra los niveles séricos de anticuerpos medidos por ELISA el Día 0, 14 y 42 después de la inmunización; 

se muestran los títulos individuales (log10 EC50 título) y GMT ± IC del 95%; la línea de puntos grises indica el umbral 
por encima del cual las curvas de dilución de las muestras tienen un ajuste de 4PL; la FIG. 4B muestra los resultados 35 

del ensayo de opsonofagocítico (OPK) para determinar la funcionalidad de los anticuerpos en muestras de suero 
obtenidas el Día 42 después de la inmunización con bioconjugado O4 glucosilado (O4–Glc+)–EPA (4.0 µg); prueba 
de suma de rangos de Wilcoxon y corrección de Bonferroni; *P ≤ 0.05, ***P ≤ 0.0001; 

La FIG. 5 muestra el efecto de potenciación del bioconjugado O4 glucosilado (O4 Glc+)–EPA en ratas Sprague Dawley 

inmunizadas con 3 dosis diferentes como se describe en el Ejemplo 4; los niveles séricos de anticuerpos se midieron 40 
por ELISA el Día 0, 14 y 42 después de la inmunización; se muestran los títulos individuales (log10 EC50 título) para 
cada animal; las líneas entre los puntos de datos conectan los títulos de IgG para cada animal en el tiempo; la línea 
de puntos grises indica el umbral por encima del cual las curvas de dilución de las muestras tienen un ajuste de 4PL; 
el análisis estadístico se realizó con una prueba de rango firmado de Wilcoxon y corrección de Bonferroni para 
comparaciones múltiples (día 14 versus día 0, P = 0.012 para 4.0 µg/dosis; día 42 versus día 0, P = 0.006 para todas 45 
las dosis; día 42 versus día 14, P = 0.006 para todas las dosis); 

La FIG. 6 muestra la funcionalidad de los anticuerpos inducidos por el bioconjugado O4–Glc+–EPA; las ratas Sprague 

Dawley fueron inmunizadas por vía intramuscular 3 veces con tampón de formulación o bioconjugado O4(Glc+)–EPA 
a razón de 4.00 µg/dosis; la funcionalidad de los anticuerpos se determinó mediante el ensayo de matanza 
opsonofagocítica (OPKA) usando cepas de E. coli O4(Glc+) y O4(Glc–); se muestran los títulos opsónicos individuales 50 
(OI) y GMT ± IC del 95%; 

La FIG. 7 muestra la lectura de electroforesis capilar de pantalla de PglB que visualiza la producción de bioconjugado 

O4–Glc+ para cada cepa ensayada en una imagen tipo transferencia, utilizando anticuerpos monoclonales para 
detectar bioconjugado O4–Glc+ en la fracción periplásmica. Producto monoglicosilado de aproximadamente 180 kDa, 
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producto diglicosilado de aproximadamente 320 kDa y producto triglicosilado de aproximadamente 450 kDa. A) 
Primera ronda de selección. Wt PglB en línea 3, N311V–PglB en líneas 2 y 4, cepa de control vacía en línea 1 y otras 
variantes de PglB en líneas 5 y 6. B) Segunda ronda de selección. N311V PglB en línea 3, N311V+Y77H PglB en línea 
9, cepa de control vacía en líneas 1 y 2, otras variantes de PglB en las líneas restantes. 

La FIG. 8 muestra respuestas de anticuerpos inducidos por la vacuna ExPEC10V en conejos blancos de Nueva 5 

Zelanda. Los animales recibieron 3 inmunizaciones intramusculares con ExPEC10V o solución salina administrada 
con 2 semanas de diferencia. La vacuna ExPEC10V se administró en 3 concentraciones diferentes (grupo 1: dosis 
alta, grupo 2: dosis media, y grupo 3: dosis baja, Tabla 11) y un grupo de control recibió solo solución salina (grupo 4, 
0.9% (p/v) de solución de cloruro de sodio). Los niveles de anticuerpos se midieron por ELISA el día 0 (antes de la 
vacunación) y los días 14, 27 y 42 (después de la vacunación). Se muestran los títulos individuales (título EC50) y los 10 
títulos de media geométrica (GMT) ± IC del 95%. Prueba de suma de rangos de Wilcoxon con corrección de Bonferroni 
para comparaciones múltiples. Comparaciones de animales vacunados con ExPEC10V (grupos 1, 2 y 3) versus control 
de solución salina (grupo 4). *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01; ***p ≤ 0.001; ****p ≤ 0.0001. LOD: límite de detección. 

La FIG. 9 muestra respuestas de anticuerpos inducidas por ExPEC10V. Los conejos blancos de Nueva Zelanda 

recibieron 3 inmunizaciones intramusculares con ExPEC10V (105.6 µg de polisacárido total) o 0.9% p/v solución de 15 
cloruro de sodio (control). Los títulos de IgG se determinaron por ELISA el día 1 (antes de la inmunización, n = 
20/grupo), el día 31 (después de la inmunización, n = 20/grupo) y el día 50 (después de la inmunización, n = 10/grupo). 
Los gráficos muestran los títulos individuales y la media geométrica ± intervalo de confianza del 95% para cada grupo. 
Las diferencias en los títulos de IgG entre el grupo de ExPEC10V y el grupo de control se analizaron usando un modelo 
Tobit con una prueba de razón de probabilidad. Los valores de p ≤ 0.05 se consideraron significativos. *P ≤ 0.05, ****P 20 
≤ 0.0001. 

La FIG. 10 muestra el diseño general de estudio para un ensayo clínico de fase 1/2a con la vacuna ExPEC10V en 
seres humanos. La FIG. 10A muestra el diseño general de estudio para la Cohorte 1, y la FIG. 10B muestra el diseño 

general de estudio para la Cohorte 2. Véase el Ejemplo 11 para obtener los detalles. 

Descripción detallada de la invención 25 

Diversas publicaciones, artículos y patentes se citan o describen en los antecedentes y en toda la memoria descriptiva. 
La discusión de los documentos, actos, materiales, dispositivos, artículos o similares que se incluyen en la presente 
memoria descriptiva es a los fines de proporcionar contexto a la invención. Tal discusión no es una admisión de que 
cualquiera o todos estos asuntos forman parte del arte previo con respecto a cualquier invención divulgada o 
reivindicada. 30 

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 
mismo significado que entiende comúnmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invención. De lo 
contrario, ciertos términos usados en este documento tienen los significados que se exponen en la memoria 
descriptiva. 

Debe observarse que, tal como se usan aquí y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” 35 
y “la” incluyen la referencia plural, a menos que el contexto claramente dicte otra cosa. 

A menos que se indique lo contrario, el término “al menos” que precede una serie de elementos ha de entenderse en 
referencia a todos los elementos de la serie. 

Los expertos en la técnica reconocerán o serán capaces de determinar, sin más que la experimentación de rutina, 
muchos equivalentes a las formas de realización específicas de la invención aquí descrita. Tales equivalentes están 40 
comprendidos por la invención. 

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra cosa, 
se entenderá que la palabra “comprenden”, y variaciones tales como “comprende” y “que comprende(n)”, implican la 
inclusión de un número entero o etapa o grupo de números enteros o etapas indicados, pero no la exclusión de 
cualquier otro número entero o etapa o grupo de números enteros o etapas. Cuando se utiliza aquí, el término “que 45 
comprende(n)” puede estar sustituido por el término “que contiene(n)” o “que incluye(n)”, o a veces cuando se usa en 
el presente documento por el término “que tiene(n)”. 

Cuando se usa en el presente documento, “que consiste(n) en” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no 
especificado en el elemento de la reivindicación. Cuando se usa en el presente documento, “que consiste(n) 
esencialmente en” no excluye materiales o etapas que no afectan materialmente las características básicas y nuevas 50 
de la reivindicación. Cualquiera de los términos antes mencionados de “que comprende(n)”, “que contiene(n)”, “que 
incluye(n)” y “que tiene(n)”, cuando se usan aquí en el contexto de un aspecto o forma de realización de la invención, 
se puede sustituir por el término “que consiste(n) en” o “que consiste(n) esencialmente en” para variar los alcances de 
la divulgación. 
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Tal como se utiliza aquí, el término conjuntivo “y/o” entre múltiples elementos mencionados se entiende como que 
abarca ambas opciones individuales y combinadas. Por ejemplo, cuando dos elementos están unidos por “y/o”, una 
primera opción se refiere a la aplicabilidad del primer elemento sin el segundo. Una segunda opción se refiere a la 
aplicabilidad del segundo elemento sin el primero. Una tercera opción se refiere a la aplicabilidad de los elementos 
primero y segundo juntos. Cualquiera de estas opciones se entiende que caen dentro del significado y, por lo tanto, 5 
satisfacen el requisito del término “y/o”, como se usa en el presente documento. La aplicabilidad simultánea de más 
de una de las opciones también se entiende que cae dentro del significado y, por lo tanto, satisface el requisito del 
término “y/o”. 

La identificación de una modificación estructural de O–antígeno, es decir, la ramificación de glucosa, dentro del 
serotipo de O4 de E. coli (Jann et al., 1993) presenta un desafío para el descubrimiento y el desarrollo de una vacuna 10 

de glicoconjugado que apunta a aislados bacterianos dentro de este serotipo. Se desconoce la proporción de aislados 
de O4 contemporáneos clínicos que expresan las formas no modificadas (que no tienen una rama lateral de glucosa) 
y modificadas (que tienen una rama lateral de glucosa) del O4 O–antígeno. La obtención de información sobre esta 
característica es fundamental para seleccionar la estructura antigénica relevante. Además, el grado en el que los 
anticuerpos inducidos por la vacuna generados contra una forma del O4 polisacárido reaccionarán en forma cruzada 15 
con otra forma no se ha determinado. La purificación del O–antígeno libre de lípido A y la posterior conjugación química 
a una proteína portadora es un proceso largo y laborioso. Además, los procesos de purificación, desintoxicación de 
lípido A y conjugación química pueden causar pérdida de epítopos, heterogeneidad de antígeno e inmunogenicidad 
reducida del polisacárido conjugado. La síntesis de glicoconjugados por bioconjugación puede superar estas 
limitaciones de la purificación y la conjugación química clásicas, pero la síntesis in vivo de O4 O–antígeno con 20 
ramificación de glucosa requiere la actividad de una enzima de ramificación de polisacárido, que se encuentra fuera 
del grupo de genes rfb. Hasta la fecha, la enzima modificadora de O–antígeno responsable de la ramificación de 
glucosa en cepas de O4 de E. coli no ha sido identificada. La clonación del grupo de genes O4 rfb en la bioconjugación 
de cepas de E. coli que expresan PglB no será suficiente para sintetizar el glicoconjugado O4 con ramificación de 
glucosa, sino más bien solamente produciría bioconjugados O4 sin ramificación de glucosa (la estructura del glicano 25 
de la misma se muestra en la Fórmula (O4) de la Tabla 1). Tal como se usan en el presente documento, los términos 
O–antígeno “O4 glucosilado”, “O4 con ramificación de glucosa”, “O4 Glc+” y “Glc+ O4” se refieren a O4 O–antígeno 
con una rama lateral de glucosa, y la estructura del mismo se muestra en la fórmula (O4–Glc+) de la Tabla 1. 

Se divulga en el presente documento el gen que codifica la enzima modificadora de O–antígeno responsable de la 
ramificación de glucosa del O4 antígeno polisacárido de E. coli. También se divulgan en el presente documento células 30 
huésped, por ejemplo, células huésped modificadas recombinantemente por ingeniería genética que comprenden 
enzimas codificadoras de ácido nucleico capaces de producir bioconjugados que comprenden el O4 antígeno 
polisacárido glucosilado unido covalentemente a una proteína portadora in vivo. Tales células huésped se pueden 
utilizar para generar bioconjugados que comprenden el O4 antígeno glucosilado unido a una proteína portadora, que 
puede ser utilizado en, por ejemplo, la formulación de composiciones terapéuticas y/o profilácticas (por ejemplo, 35 
vacunas). Además se proporcionan en el presente documento composiciones que comprenden bioconjugados del O4 
antígeno polisacárido glucosilado, solo o en combinación con otros antígenos de E. coli (por ejemplo, O1, O2, O6, O8, 
O15, O16, O18, O25 y/o O75 antígenos polisacáridos y subserotipos de los mismos). Las composiciones se pueden 
usar en tratamiento profilácticos y/o métodos terapéuticos, por ejemplo, en la vacunación de huéspedes contra la 
infección por E. coli, y son útiles en la generación de anticuerpos, que se pueden utilizar, por ejemplo, en métodos 40 
terapéuticos tales como la inmunización de sujetos. 

Tal como se utilizan aquí, los términos “O–antígeno”, “O–antígeno polisacárido”, “O–antígeno sacárido” y “OPS” se 
refieren al O–antígeno de bacterias Gram–negativas. Típicamente, un O–antígeno es un polímero de unidades de 
polisacárido repetidoras inmunogénicas. En una forma de realización particular, los términos “O–antígeno”, “O–
antígeno polisacárido” y “OPS” se refieren al O–antígeno de Escherichia coli. Diferentes serotipos de E. coli expresan 45 
diferentes O–antígenos. En E. coli, los productos génicos implicados en la biogénesis de O–antígenos son codificados 
por el grupo de genes rfb. 

Tal como se usan en el presente documento, “grupo de rfb” y “grupo de genes rfb” se refieren a un grupo de genes 

que codifica maquinaria enzimática capaz de sintetizar una estructura de cadena principal de O–antígeno. El término 
grupo rfb puede aplicarse a cualquier grupo biosintético de O–antígenos, y preferiblemente se refiere a un grupo de 50 
genes del género Escherichia, en particular E. coli. 

Tal como se utiliza aquí, el término “O1A” se refiere al antígeno O1A de E. coli (un subserotipo de E. coli serotipo O1). 
El término “O2” se refiere al antígeno O2 de E. coli (E. coli serotipo O2). El término “O6A” se refiere al antígeno O6A 
de E. coli (un subserotipo de E. coli serotipo O6). El término “O8” se refiere al antígeno O8 de E. coli (E. coli serotipo 
O8). El término “O15” se refiere al antígeno O15 de E. coli (E. coli serotipo O15). El término “O16” se refiere al antígeno 55 
O16 de E. coli (E. coli serotipo O16). El término “O18A” se refiere al antígeno O18A de E. coli (un subserotipo de E. 
coli serotipo O18). El término “O25B” se refiere al antígeno O25B de E. coli (un subserotipo de E. coli serotipo O25). 
El término “O75” se refiere al antígeno O75 de E. coli (E. coli serotipo O75). 
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Las estructuras de O–antígenos polisacáridos de E. coli mencionadas en toda esta solicitud se muestran a 
continuación en la Tabla 1. Se muestra una única unidad repetidora para cada O–antígeno polisacárido de E. coli.  
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Todos los monosacáridos descritos en este documento tienen su significado común conocido en la técnica. Los 
monosacáridos pueden tener la configuración D o L. Si no se especifica D o L, se entiende que el azúcar tiene la 
configuración D. Los monosacáridos se denominan típicamente por abreviaturas comúnmente conocidas y usadas en 
la técnica. Por ejemplo, Glc se refiere a glucosa; D–Glc se refiere a D–glucosa; y L–Glc se refiere a L–glucosa. Otras 
abreviaturas comunes para monosacáridos incluyen: Rha, ramnosa; GlcNAc, N–acetilglucosamina; GalNAc, N–5 
acetilgalactosamina; Fuc, fucosa; Man, manosa; Man3Me, 3–O–metil–manosa; Gal, galactosa; FucNAc, N–
acetilfucosamina; y Rib, ribosa. El sufijo “f” se refiere a furanosa, y el sufijo “p” se refiere a piranosa. 

Los términos “RU”, “unidad de repetición” y “unidad repetidora”, tal como se utilizan con respecto a un O–antígeno, se 
refieren a la unidad de repetición biológica (BRU) de un O–antígeno como se sintetiza in vivo por la maquinaria celular 
(por ejemplo, glicosiltransferasas). El número de RU de un O–antígeno puede variar según el serotipo, y en algunas 10 
formas de realización de la invención varía típicamente de aproximadamente 1–100 RU, preferiblemente de 
aproximadamente 1 a 50 RU, tal como 1–50 RU, 1–40 RU, 1–30 RU, 1–20 RU y 1–10 RU, y más preferiblemente al 
menos 3 RU, al menos 4 RU, al menos 5 RU, tal como 3–50 RU, preferiblemente 5–40 RU, por ejemplo 7–25 RU, por 
ejemplo 10–20 RU. Sin embargo, en algunos casos, el número de RU de un O–antígeno puede ser 1–2. La estructura 
de cada O–antígeno que se describe específicamente en este documento se muestra como que contiene una RU con 15 
la variable “n” que designa el número de RU. En cada O–antígeno polisacárido en un bioconjugado de la invención, n 
es independientemente un número entero de 1–100, tal como 1–50, 1–40, 1–30, 1–20, 1–10, preferiblemente al menos 
3, más preferiblemente al menos 5, tal como 3–50, preferiblemente 5–40 (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40), pero en algunos 
casos puede ser 1–2. En algunas formas de realización, n es independientemente un número entero de 20 
aproximadamente 7–25, por ejemplo aproximadamente 10–20. Los valores pueden variar entre O–antígenos 
polisacáridos individuales en una composición, y se proporcionan aquí como valores medios, es decir, si un 
bioconjugado se describe aquí como que tiene un n que es independientemente un número entero de 5–40, la 
composición contiene una mayoría de O–antígenos polisacáridos con 5–40 unidades de repetición, pero también 
puede contener algunos O–antígenos polisacáridos que tienen menos de 5 unidades de repetición o más de 40 25 
unidades de repetición. 

El término “glicoconjugado” se refiere a un conjugado de antígeno de azúcar o sacárido (por ejemplo, oligo– y poli–
sacárido)–proteína unido a otra especie química, incluyendo, pero sin limitaciones, proteínas, péptidos, lípidos, etc. 
Los glicoconjugados se pueden preparar químicamente, por ejemplo, por enlace químico (sintético) de la proteína y el 
antígeno de azúcar o sacárido. El término “glicoconjugado” también incluye bioconjugados. 30 

El término “bioconjugado” se refiere a un conjugado entre una proteína (por ejemplo, una proteína portadora) y un 
antígeno de azúcar o sacárido (por ejemplo, oligo– y poli–sacárido) preparado en un fondo de célula huésped, 
preferiblemente una célula huésped bacteriana, por ejemplo una célula huésped de E. coli, en donde la maquinaria de 
la célula huésped une el antígeno a la proteína (por ejemplo, con un N–enlace). Preferiblemente, el término 
“bioconjugado” se refiere a un conjugado entre una proteína (por ejemplo, una proteína portadora) y un O–antígeno, 35 
preferiblemente un O–antígeno de E. coli (por ejemplo, O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B, 
O75, etc.) preparado en un fondo de célula huésped, en donde la maquinaria de la célula huésped une el antígeno a 
la proteína (por ejemplo, con un N–enlace). Debido a que los bioconjugados son preparados en células huésped por 
la maquinaria de la célula huésped, el antígeno y la proteína se unen covalentemente a través de un enlace glicosídico 
o se unen en un bioconjugado. Los bioconjugados pueden prepararse en células huésped recombinantes modificadas 40 
por ingeniería genética para expresar la maquinaria celular necesaria para sintetizar el O–antígeno y/o enlazar el O–
antígeno a la proteína diana. Los bioconjugados, como se describe en este documento, tienen propiedades ventajosas 
respecto de los glicoconjugados preparados químicamente, donde los glicanos se purifican a partir de las paredes 
celulares bacterianas y posteriormente se acoplan químicamente a una proteína portadora, por ejemplo, los 
bioconjugados requieren menos productos químicos en la fabricación y son más consistente en términos del producto 45 
final generado, y contienen menos o ningún glicano (es decir, no se unen a una proteína portadora). Así, en formas 
de realización típicas, los bioconjugados se prefieren por sobre los glicoconjugados producidos químicamente. 

El término “aproximadamente”, cuando se usa junto con un número, se refiere a cualquier número dentro de ± 1, ± 5 
o ± 10% del número de referencia. 

El término “porcentaje (%) de identidad de secuencia” o “% de identidad” describe el número de coincidencias 50 
(“aciertos”) de aminoácidos idénticos de dos o más secuencias de aminoácidos alineadas en comparación con el 
número de residuos de aminoácidos que componen la longitud total de las secuencias de aminoácidos. En otros 
términos, utilizando una alineación, para dos o más secuencias el porcentaje de residuos de aminoácidos que son los 
mismos (por ejemplo, 90%, 95%, 97% o 98% de identidad) se puede determinar cuando las secuencias se comparan 
y se alinean para una correspondencia máxima, medida usando un algoritmo de comparación de secuencias, tal como 55 
se conoce en la técnica, o cuando se alinean manualmente y se inspeccionan visualmente. Las secuencias que se 
comparan para determinar la identidad de secuencia pueden por lo tanto diferir por sustituciones, adiciones o 
eliminaciones de aminoácidos. Los programas adecuados para alinear secuencias de proteínas son conocidos para 
la persona experta. El porcentaje de identidad de secuencia de secuencias de proteínas se puede determinar, por 
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ejemplo, con programas tales como CLUSTALW, Clustal Omega, FASTA o BLAST, por ejemplo, usando el algoritmo 
NCBI BLAST (Altschul S.F., et al. (1997), Nucleic Acids Res. 25:3389–3402). 

Por ejemplo, para secuencias de aminoácidos, la identidad y/o similitud de secuencia se puede determinar mediante 
el uso de técnicas estándar conocidas en la técnica, que incluyen, pero sin limitaciones, el algoritmo de identidad de 
secuencias local de Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, el algoritmo de alineación de identidad de 5 
secuencias de Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48:443, el método de búsqueda de similitud de Pearson y 
Lipman, 1988, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444, implementaciones informáticas de estos algoritmos (GAP, 
BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Paquete de Software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 
Science Drive, Madison, Wis.), el programa de secuencias Best Fit descrito por Devereux et al., 1984, Nucl. Acid Res. 
12:387–395, preferentemente con la configuración predeterminada, o por inspección. En ciertas formas de realización, 10 
el porcentaje de identidad se calcula mediante FastDB en base a los siguientes parámetros: penalización por 
desajustes de 1; penalización por huecos de 1; penalización por tamaño de hueco de 0.33; y penalización por ingreso 
de 30, "Current Methods in Sequence Comparison and Analysis," Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected 
Methods and Applications, pp 127–149 (1988), Alan R. Liss, Inc. 

Otro ejemplo de un algoritmo útil es el algoritmo BLAST, descrito en: Altschul et al, 1990, J. Mol. Biol. 215:403–410; 15 
Altschul et al, 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389–3402; y Karin et al, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873–5787. 
Un programa BLAST particularmente útil es el programa WU–BLAST–2, que fue obtenido por Altschul et al, 1996, 
Methods in Enzymology 266:460–480. WU–BLAST–2 usa varios parámetros de búsqueda, la mayoría de los cuales 
se establecen en los valores por defecto. 

Un algoritmo útil adicional es gapped BLAST según lo informado por Altschul et al, 1993, Nucl. Acids Res. 25:3389–20 
3402. 

El término “enfermedad por Escherichia coli patogénica extraintestinal (ExPEC) invasiva (IED)” se define aquí como 
una enfermedad aguda consistente con infección bacteriana sistémica, que se confirma microbiológicamente ya sea 
por el aislamiento y la identificación de E. coli en sangre u otros sitios corporales normalmente estériles, o por el 
aislamiento y la identificación de E. coli en la orina en un paciente con presencia de signos y síntomas de enfermedad 25 
invasiva (síndrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), sepsis o shock séptico) y sin otra fuente de 
identificación de infección.  

Bioconjugados de O4 antígenos polisacáridos glucosilados de E. coli 

En un aspecto, se proporciona en este documento un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. 
coli unido covalentemente a una proteína portadora. Tal como se utiliza aquí, el término “O4” se refiere al O4 antígeno 30 
de E. coli (E. coli serotipo O4). Se sabe que la modificación estructural de O–antígeno existe dentro de E. coli serotipo 

O4. En particular, algunos O4 serotipos expresan un O–antígeno modificado que tiene una unidad de glucosa 
ramificada. Tal como se usa en este documento, “O4 antígeno glucosilado”, “O4 antígeno polisacárido glucosilado”, 
“O4–Glc+ antígeno polisacárido” y “O4–Glc+ antígeno” se refieren a un O4 antígeno (por ejemplo, O4 antígeno de E. 
coli) que tiene una rama de glucosa, en el que la D–glucosa está unida a L–ramnosa en la unidad de repetición L–Rha 35 

→ D–Glc → L–FucNAc → D–GlcNAc. En una forma de realización particular, un O4 antígeno polisacárido glucosilado 
de E. coli comprende la estructura de fórmula (O4–Glc+), como se muestra en la Tabla 1, en donde n es un número 
entero de 1 a 100. En formas de realización preferidas, n es un número entero de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por 
ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

Las cepas de O4 de E. coli, independiente del estado de ramificación de glucosa, llevan un grupo de genes rfb 40 
sustancialmente idéntico que codifica los genes responsables de la producción del O4 antígeno polisacárido. Sin 
embargo, la síntesis in vivo del antígeno O4 modificado que tiene ramificación de glucosa requiere la actividad de una 
enzima de ramificación de polisacárido, que se encuentra fuera del grupo de genes rfb. Al leal saber y entender de los 

inventores, la identidad de la enzima de ramificación del polisacárido responsable de la modificación de glucosa del 
O4 antígeno ha permanecido desconocida hasta la fecha. Aquí, los inventores descubrieron la secuencia de la enzima 45 
de ramificación del polisacárido responsable de la modificación de glucosa del O4 antígeno. La identificación de esta 
enzima permite la producción de bioconjugados del O4 antígeno polisacárido modificado que tiene ramificación de 
glucosa. La forma modificada por glucosa del O4 antígeno polisacárido está presente en los serotipos predominantes 
y, por lo tanto, puede usarse para proporcionar una respuesta inmune mejorada, por ejemplo, para uso profiláctico o 
terapéutico. 50 

En particular, se proporciona en este documento la secuencia de un gen gtrS que codifica una enzima 
glucosiltransferasa específica para E. coli serotipo O4 que glucosila el O4 antígeno. En general, los genes gtrA, gtrB 
y gtrS codifican las enzimas responsables de la glucosilación de O–antígeno. Mientras que los genes gtrA y gtrB en 
diferentes serotipos son altamente homólogos e intercambiables, el gen gtrS codifica una glucosil transferasa de O–
antígeno de serotipo específico. El gen gtrS de E. coli serotipo O4 codifica la enzima GtrS que modifica el O4 antígeno 55 
mediante la introducción de ramificación de glucosa. La caracterización de aislados de E. coli clínicos contemporáneos 
del serotipo O4 reveló la presencia de gtrS en el 78% de los aislados ensayados, lo que indica que O4 antígeno 
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polisacárido de E. coli modificado con la adición de un residuo de glucosa es predominante en los actuales aislados 
infecciosos. 

En una forma de realización, en este documento se proporciona un ácido nucleico de un gen gtrS de E. coli serotipo 
O4 que codifica una glucosiltransferasa GtrS que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4. En otra 
forma de realización, un ácido nucleico gtrS codifica una proteína GtrS de E. coli serotipo O4 que es aproximadamente 5 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, 
preferiblemente 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4. Una proteína GtrS que 
es al menos 80% idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 es capaz de glucosilar específicamente el 
O4 antígeno polisacárido de E. coli para obtener un O4 antígeno glucosilado que tiene la estructura de Fórmula (O4–
Glc+) como se muestra en la Tabla 1. Un experto en la técnica podrá hacer formas mutadas de la proteína GtrS de 10 
SEQ ID NO: 4 que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4, y evaluar tales secuencias en 
cuanto a la actividad de glucosilación del O4 antígeno de E. coli en vista de la presente divulgación. Las células 
huésped recombinantes que comprenden la secuencia de ácido nucleico que codifica la glucosil transferasa gen gtrS 
de E. coli serotipo O4, y el uso de las células huésped recombinantes en la producción de los O4 antígenos 
polisacáridos modificados con glucosa y bioconjugados de los mismos se describen en mayor detalle a continuación. 15 

Las secuencias para proteínas codificadas por gtrA y gtrB, que funcionan como glucosa translocasa ligada a 
bactoprenol (GtrA, voltea la glucosa ligada a bactoprenol sobre la membrana interna al periplasma) y bactoprenol 
glucosil transferasa (GtrB, une la glucosa al bactoprenol), respectivamente, pueden comprender secuencias de 
aminoácidos que son al menos aproximadamente 80% idénticas a SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente. En ciertas 
formas de realización, las secuencias de ácido nucleico que codifican proteínas GtrA y GtrB que son al menos 20 
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idénticas a SEQ ID NOs: 7 y 8, 
respectivamente, y que tienen actividad de glucosa translocasa unida a bactoprenol y bactoprenol glucosil transferasa, 
respectivamente, también están presentes en las células huésped de la invención, que comprenden además un locus 
rfb O4–específico, la secuencia codificante de GtrS específica de O4 que se describió antes, una oligosacaril 
transferasa como se describe en la presente y una secuencia que codifica una proteína portadora que tiene una o más 25 
secuencias de consenso de glicosilación como se describe en la presente, para producir bioconjugados de E. coli 
serotipo O4 glucosilado (que comprenden la estructura de glicano de Fórmula (O4–Glc+) de la Tabla 1). 

Los bioconjugados de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli proporcionado en el presente documento 
están unidos covalentemente a una proteína portadora, preferentemente por un enlace glicosídico. Cualquier proteína 
portadora conocida por los expertos en la técnica en vista de la presente divulgación puede ser utilizada. Las proteínas 30 
portadoras adecuadas incluyen, pero sin limitaciones, Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de 
E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A 
desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, 
variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, 
variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. 35 
coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, 
proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no 
tipificable. Se ha descrito la bioconjugación con diversas proteínas portadoras diferentes que contienen la secuencia 
de consenso de glucosilación requerida, que muestra que una amplia gama de proteínas puede ser glicosilada con 
esta tecnología (véase, por ejemplo, WO 06/119987, WO 2015/124769, WO 2015/158403, WO 2015/82571, WO 40 
2017/216286 y WO 2017/67964, que juntos muestran una amplia variedad de proteínas portadoras que se utilizaron 
con éxito en la bioconjugación). 

En ciertas formas de realización, una proteína portadora se modifica, por ejemplo, se modifica de tal manera que la 
proteína es menos tóxica y/o más susceptible a la glicosilación. En una forma de realización específica, las proteínas 
portadoras usadas aquí se modifican de tal manera que el número de sitios de glicosilación en las proteínas portadoras 45 
se maximiza de manera que permite administrar concentraciones más bajas de la proteína, por ejemplo, en una 
composición inmunogénica, particularmente en su forma de bioconjugado. 

Por lo tanto, en ciertas formas de realización, las proteínas portadoras descritas aquí se modifican para incluir 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más sitios de glicosilación de lo que normalmente se asocia con la proteína portadora (por ejemplo, 
en relación con el número de sitios de glicosilación asociados con la proteína portadora en su estado nativo o natural, 50 
es decir, “de tipo salvaje”). La introducción de sitios de glicosilación en una proteína portadora puede lograrse mediante 
la inserción de una secuencia de consenso de glicosilación en cualquier parte de la estructura primaria de la proteína 
mediante, por ejemplo, la adición de nuevos aminoácidos a la estructura primaria de la proteína, de tal manera que un 
sitio de glicosilación se añade en su totalidad o en parte, o mediante la mutación de los aminoácidos existentes en la 
proteína con el fin de generar un sitio de glicosilación. El técnico con experiencia en el arte reconocerá que la secuencia 55 
de aminoácidos de una proteína se puede modificar fácilmente usando enfoques conocidos en el arte, por ejemplo, 
enfoques recombinantes que incluyen la modificación de la secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína. En 
formas de realización específicas, las secuencias de consenso de glicosilación se introducen en regiones específicas 
de la proteína portadora, por ejemplo, en estructuras de superficie de la proteína, en los extremos N o C de la proteína, 
y/o en los bucles que están estabilizados por puentes disulfuro en la base de la proteína. En algunas formas de 60 
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realización, una secuencia de consenso de glicosilación puede extenderse mediante la adición de residuos de lisina 
para una glicosilación más eficiente. 

Los ejemplos de secuencias de consenso de glicosilación que se pueden insertar o generan en una proteína portadora 
incluyen Asn–X–Ser(Thr), en donde X puede ser cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 1); y Asp(Glu)–X–
Asn–Z–Ser(Thr), en donde X y Z se seleccionan independientemente entre cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ 5 
ID NO: 2). 

En algunas formas de realización, el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli se une covalentemente a un 
residuo de asparagina (Asn) en la proteína portadora (por ejemplo, N–ligado), en donde el residuo de Asn está 
presente en un sitio de glicosilación que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene SEQ ID 
NO: 1, más preferiblemente que tiene SEQ ID NO: 2. Típicamente, una proteína portadora comprende 1–10 sitios de 10 
glicosilación, preferiblemente 2 a 4 sitios de glicosilación, lo más preferiblemente 4 sitios de glicosilación, tal como 1–
10, preferiblemente 2–4 y más preferiblemente 4 sitios de glicosilación que comprenden, cada uno, una secuencia de 
consenso de glicosilación que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y más preferiblemente la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

En formas de realización particulares, una proteína portadora es una Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa. 15 

Para EPA, diversas variantes de proteínas desintoxicadas se han descrito en la literatura y podrían utilizarse como 
proteínas portadoras. Por ejemplo, la desintoxicación se puede lograr mediante la mutación y eliminación de los 
residuos catalíticamente esenciales L552V y ΔE553 de acuerdo con Lukac et al., 1988, Infect Immun., 56: 3095–3098, 
y Ho et al., 2006, Hum Vaccin, Tal como se usa en el presente documento, “EPA” se refiere a un Exotoxina A 
desintoxicada de P. aeruginosa. En esas formas de realización, en donde la proteína portadora es EPA, un O4 20 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli se puede unir covalentemente a un residuo de Asn en un sitio de 
glicosilación que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, y preferiblemente 
ligado covalentemente a un residuo de Asn en un sitio de glicosilación que comprende una secuencia de consenso de 
glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, la proteína portadora EPA comprende 1–10 sitios de 
glicosilación, preferiblemente 2 a 4 sitios de glicosilación, lo más preferiblemente 4 sitios de glicosilación, tal como 1–25 
10, preferiblemente 2–4, y más preferiblemente 4 sitios de glicosilación que comprenden, cada uno, una secuencia de 
consenso de glicosilación que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y más preferiblemente la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. 

En algunas formas de realización, la proteína portadora EPA comprende cuatro sitios de glicosilación que comprenden, 
cada uno, una secuencia de consenso de glicosilación, por ejemplo, un sitio de glicosilación que comprende una 30 
secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. Tal como se usa en este documento, “proteína 
portadora EPA–4” y “EPA–4” se refieren a una proteína portadora de Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa que 
comprende cuatro sitios de glicosilación que comprenden, cada uno, una secuencia de consenso de glicosilación que 
tiene SEQ ID NO: 2. Un ejemplo preferido de una proteína portadora EPA–4 es una proteína portadora EPA que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3. 35 

Composiciones 

En otro aspecto, se proporciona en este documento una composición que comprende un bioconjugado de un O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora. Las composiciones 
proporcionadas en el presente documento pueden incluir cualquier bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido 
glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora (por ejemplo, EPA) descrita en este documento. 40 

En algunas formas de realización, una composición es una composición inmunogénica. Tal como se usa en este 
documento, una “composición inmunogénica” se refiere a una composición que puede provocar una respuesta inmune 
en un huésped o sujeto al que se administra la composición. Las composiciones inmunogénicas pueden comprender 
además un vehículo farmacéuticamente aceptable. En algunas formas de realización, una composición es una 
composición farmacéutica que comprende además un vehículo farmacéuticamente aceptable. Tal como se usa en 45 
este documento, un “vehículo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehículo 
con el que se administra una composición, y que es no tóxico y no debe interferir con la eficacia del ingrediente activo. 
Por ejemplo, las soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa y glicerol también pueden emplearse como 
vehículos líquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los excipientes adecuados incluyen almidón, glucosa, 
lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de sílice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, 50 
cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol y similares. Otros ejemplos de 
vehículos farmacéuticamente aceptables adecuados se describen en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” por 
E.W. Martin. 

En una forma de realización, una composición de la invención comprende los bioconjugados de la invención en una 
solución salina tamponada con Tris (TBS) pH 7.4 (por ejemplo, que contiene Tris, NaCl y KCl, por ejemplo a 25 mM, 55 
137 mM y 2.7 mM, respectivamente). En otras formas de realización, las composiciones de la invención comprenden 
bioconjugados de la invención en aproximadamente 10 mM de tampón KH2PO4/Na2HPO4 a un pH de 
aproximadamente 7.0, aproximadamente 5% (p/v) de sorbitol, aproximadamente 10 mM de metionina y 
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aproximadamente 0.02% (p/v) de polisorbato 80. En otras formas de realización, las composiciones de la invención 
comprenden bioconjugados de la invención en aproximadamente 10 mM de tampón KH2PO4/Na2HPO4 a un pH de 
aproximadamente 7.0, aproximadamente 8% (p/v) de sacarosa, aproximadamente 1 mM de EDTA y aproximadamente 
0.02% (p/v) de polisorbato 80 (véase, por ejemplo, el documento WO 2018/077853 para obtener tampones adecuados 
para bioconjugados de O–antígenos de E. coli unidos covalentemente a una proteína portadora EPA). 5 

En algunas formas de realización, las composiciones descritas en el presente documento son formulaciones 
monovalentes, y contienen un O–antígeno polisacárido de E. coli, por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado, tal como el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli. También se proporcionan 
en el presente documento composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas y/o inmunogénicas) que son 
composiciones multivalentes, por ejemplo, composiciones bivalentes, trivalentes, tetravalentes, etc. Por ejemplo, una 10 
composición multivalente comprende más de un antígeno, tal como un O–antígeno de E. coli, glicoconjugado o 
bioconjugado del mismo. En formas de realización particulares, las composiciones multivalentes proporcionadas en 
este documento comprenden un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y al menos un 
antígeno adicional. 

En una forma de realización, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o inmunogénica) es una 15 
composición monovalente que comprende un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli 
unido covalentemente a una proteína portadora tal como se describe aquí.  

En otra forma de realización, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o inmunogénica) es una 
composición multivalente que comprende un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a 

una proteína portadora tal como se describe aquí, y al menos un antígeno adicional. 20 

En algunas formas de realización, el antígeno adicional es un antígeno sacárido o polisacárido, más preferiblemente 
un O–antígeno polisacárido de E. coli, tal como O–antígenos de E. coli de uno o más de los serotipos O1, O2, O6, O8, 
O15, O16, O18, O25, O75 y subserotipos de los mismos. En algunas formas de realización, cada uno de los O–
antígenos polisacáridos de E. coli adicionales es un glicoconjugado, lo que significa que el O–antígeno polisacárido 
de E. coli se une covalentemente a otra especie química, por ejemplo, proteína, péptido, lípido, etc., lo más 25 
preferiblemente una proteína portadora, por ejemplo por métodos químicos o enzimáticos. En formas de realización 
preferidas, cada uno de los O–antígenos polisacáridos de E. coli adicionales es un bioconjugado en el que el O–

antígeno polisacárido se une covalentemente, por ejemplo, a una proteína portadora, a través de un enlace glicosídico 
enzimáticamente por la maquinaria de la célula huésped. Las composiciones proporcionadas en este documento en 
ciertas formas de realización pueden comprender 1–20 glicoconjugados adicionales, más preferiblemente 30 
bioconjugados de O–antígenos polisacáridos de E. coli, tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 
18, 19 o 20 glicoconjugados adicionales o preferiblemente bioconjugados de O–antígenos polisacáridos de E. coli. Se 
pueden incluir otros antígenos en las composiciones proporcionadas en el presente documento, tales como péptidos, 
proteínas o antígenos lipídicos, etc. 

En algunas formas de realización, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o inmunogénica) 35 
comprende un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y al menos un antígeno polisacárido 
adicional seleccionado del grupo que consiste en O1A antígeno polisacárido de E. coli, O2 antígeno polisacárido de 
E. coli, O6A antígeno polisacárido de E. coli, O8 antígeno polisacárido de E. coli, O15 antígeno polisacárido de E. coli, 
O16 antígeno polisacárido de E. coli, O18A antígeno polisacárido de E. coli, O25B antígeno polisacárido de E. coli y 
O75 antígeno polisacárido de E. coli. Preferiblemente, cada uno de los O–antígenos polisacáridos adicionales está 40 
unido covalentemente a una proteína portadora, y es más preferiblemente un bioconjugado. 

En una forma de realización, un O1A antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O1A antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O1A) como se muestra en la Tabla 1, 45 
en donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 
10 a 20. Preferiblemente, el O1A antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a 
una proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O2 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 50 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O2 antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O2) como se muestra en la Tabla 1, en 
donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 
a 20. Preferiblemente, el O2 antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a una 
proteína portadora, por ejemplo, EPA. 55 

En una forma de realización, un OA6 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
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específica, el O6A antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O6A) como se muestra en la Tabla 1, 
en donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 
10 a 20. Preferiblemente, el O6A antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a 
una proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O8 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 5 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O8 antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O8) como se muestra en la Tabla 1, en 
donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 
a 20. Preferiblemente, el O8 antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a una 10 
proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O15 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O15 antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O15) como se muestra en la Tabla 1, en 15 
donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 
a 20. Preferiblemente, el O15 antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a una 
proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O16 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 20 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O16 antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O16) como se muestra en la Tabla 1, en 
donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 
a 20. Preferiblemente, el O16 antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a una 
proteína portadora, por ejemplo, EPA. 25 

En una forma de realización, un O18A antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O18A antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O18A) como se muestra en la Tabla 1, 
en donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 30 
10 a 20. Preferiblemente, el O18A antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a 
una proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O25B antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 35 
específica, el O25B antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O25B) como se muestra en la Tabla 1, 
en donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 
10 a 20. Preferiblemente, el O25B antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a 
una proteína portadora, por ejemplo, EPA. 

En una forma de realización, un O75 antígeno polisacárido (por ejemplo, en forma aislada o como parte de un 40 
glicoconjugado o bioconjugado) se utiliza en una composición proporcionada en este documento (por ejemplo, en 
combinación con un O4 antígeno polisacárido glucosilado o un bioconjugado del mismo). En una forma de realización 
específica, el O75 antígeno polisacárido comprende la estructura de fórmula (O75) como se muestra en la Tabla 1, en 
donde n es un número entero de 1–100, preferiblemente 3–50, por ejemplo 5–40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 
a 20. Preferiblemente, el O75 antígeno polisacárido es parte de un bioconjugado y está unido covalentemente a una 45 
proteína portadora, por ejemplo, EPA.  

En otra forma de realización, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o inmunogénica) 
comprende al menos el O1A, O2, O4 glucosilado, O6A y O25B antígenos polisacáridos de E. coli, preferiblemente 

bioconjugados de los O1A, O2, O4 glucosilado, O6A y O25B antígenos polisacáridos unidos covalentemente a una 
proteína portadora, por ejemplo, EPA (es decir, una composición pentavalente).  50 

En una forma de realización preferida, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o 
inmunogénica) comprende al menos el O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O25B y O75 antígenos 
polisacáridos glucosilados de E. coli, preferiblemente bioconjugados de los O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, 
O16, O25B y O75 antígenos polisacáridos unidos covalentemente a una proteína portadora, por ejemplo, EPA (es 
decir, una composición 9–valente). 55 

En otra forma de realización preferida, una composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o 
inmunogénica) comprende al menos el O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75 antígenos 
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polisacáridos de E. coli, preferiblemente bioconjugados de los O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A, 
O25B y O75 antígenos polisacáridos unidos covalentemente a una proteína portadora, por ejemplo, EPA (es decir, 
una composición 10–valente). 

También se contemplan en el presente documento composiciones que comprenden además opcionalmente O–
antígenos adicionales (por ejemplo, en forma aislada, o como parte de un glicoconjugado o bioconjugado) de otros 5 
serotipos de E. coli. 

En algunas formas de realización, cada uno de los O1A, O2, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y/o O75 antígenos 
polisacáridos de E. coli adicionales se une covalentemente a una proteína portadora. El O–antígeno polisacárido se 
puede unir a una proteína portadora mediante métodos sintéticos u otros métodos químicos, o el O–antígeno 
polisacárido puede ser parte de un bioconjugado, y es preferiblemente parte de un bioconjugado. Cualquier proteína 10 
portadora conocida para los expertos en la técnica en vista de la presente divulgación puede ser utilizada. Las 
proteínas portadoras adecuadas incluyen, pero sin limitaciones, Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), 
flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina 
A desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, 
variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, 15 
variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. 
coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, 
proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no 
tipificable. Preferiblemente, la proteína portadora es EPA. 

En algunas formas de realización, cada uno de los O1A, O2, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y/o O75 antígenos 20 
polisacáridos de E. coli adicionales, particularmente cuando son parte de un bioconjugado, se une covalentemente a 
un residuo de asparagina (Asn) en la proteína portadora, en donde el residuo de Asn está presente en un sitio de 
glicosilación que comprende una secuencia de consenso de glicosilación Asn–X–Ser(Thr), en donde X puede ser 
cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 1), preferiblemente en donde el residuo de Asn está presente en un 
sitio de glicosilación que comprende una secuencia de consenso de glicosilación Asp(Glu)–X–Asn–Z–Ser(Thr), en 25 
donde X y Z se seleccionan independientemente entre cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 2). La proteína 
portadora puede comprender 1–10 sitios de glicosilación, preferiblemente 2 a 4 sitios de glicosilación, lo más 
preferiblemente 4 sitios de glicosilación, comprendiendo cada uno una secuencia de consenso de glicosilación. En 
una forma de realización particular, la proteína portadora es la proteína portadora EPA–4, por ejemplo, la proteína 
portadora EPA–4 que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3. 30 

En una forma de realización particular, se proporciona en este documento una composición (por ejemplo, una 
composición farmacéutica y/o inmunogénica) que comprende: (i) un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido 
glucosilado de E. coli unido covalentemente a una Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa que comprende SEQ 
ID NO: 3 (proteína portadora EPA–4), en donde el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli comprende la 
estructura de Fórmula (O4–Glc+); (ii) un bioconjugado de un O1A antígeno polisacárido de E. coli unido 35 
covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O1A antígeno polisacárido de E. coli comprende la 
estructura de Fórmula (O1A); (iii) un bioconjugado de un O2 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a 
una proteína portadora EPA–4, en donde el O2 antígeno polisacárido de E. coli comprende la estructura de Fórmula 
(O2); (iv) un bioconjugado de un O6A antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora 
EPA–4, en donde el O6A antígeno polisacárido de E. coli comprende la estructura de Fórmula (O6A); (v) un 40 
bioconjugado de un O8 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en 
donde el O8 antígeno polisacárido de E. coli comprende la estructura de Fórmula (O8); (vi) un bioconjugado de un 
O15 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O15 antígeno 
polisacárido de E. coli comprende la estructura de Fórmula (O15); (vii) un bioconjugado de un O16 antígeno 
polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O16 antígeno polisacárido 45 
de E. coli comprende la estructura de Fórmula (O16); (viii) un bioconjugado de un O25B antígeno polisacárido de E. 
coli unido covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O25B antígeno polisacárido de E. coli 
comprende la estructura de Fórmula (O25B); y (ix) un bioconjugado de un O75 antígeno polisacárido de E. coli unido 
covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O75 antígeno polisacárido de E. coli comprende la 
estructura de Fórmula (O75), en donde cada una de las fórmulas se proporciona en la Tabla 1, y para cada una de las 50 
fórmulas independientemente n es un número entero de 1 a 100, por ejemplo 1 a 50, preferiblemente de 3 a 50, por 
ejemplo de 5 a 40. 

En una forma de realización particular, dicha composición (por ejemplo, una composición farmacéutica y/o 
inmunogénica) comprende además: (x) un bioconjugado de un O18A antígeno polisacárido de E. coli unido 
covalentemente a una proteína portadora EPA–4, en donde el O18A antígeno polisacárido de E. coli comprende la 55 
estructura de Fórmula (O18A) como se muestra en la Tabla 1, en donde n para esta estructura es un número entero 
de 1 a 100, por ejemplo de 1 a 50, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40. 

En algunas formas de realización, una composición proporcionada en el presente documento comprende un 
bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y al menos un bioconjugado de un O25B antígeno 
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polisacárido de E. coli, en donde el bioconjugado del O25B antígeno polisacárido de E. coli está presente en la 
composición a una concentración que es de aproximadamente 1.5 a 6 veces, por ejemplo de aproximadamente 2 a 4 
veces mayor, tal como 1.5, 2, 3, 4, 5 o 6 veces mayor que la concentración de cualquiera de los otros bioconjugados 
presentes en la composición.  

En formas de realización particulares, una composición comprende bioconjugados de O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, 5 
O8, O15, O16, O25B y O75 antígenos polisacáridos de E. coli, en donde los bioconjugados de O1A: O2: O4 

glucosilado: O6A: O8: O15: O16: O25B: O75 están presentes en una relación (en peso de O–antígeno polisacárido) 
de 1:1:1:1:1:1:1:2:1 o 2:1:1:2:1:1:1:4:1. 

En formas de realización particulares, una composición comprende bioconjugados de O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, 
O8, O15, O16, O18A, O25B y O75 antígenos polisacáridos de E. coli, en donde los bioconjugados de O1A: O2: O4 10 

glucosilado: O6A: O8: O15: O16: O18A: O25B: O75 están presentes en una relación (en peso de O–antígeno 
polisacárido) de 1:1:1:1:1:1:1:1:2:1 o 2:1:1:2:1:1:1:1:4:1. 

En algunas formas de realización, una composición proporcionada en el presente documento comprende un 
bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y al menos un bioconjugado de un O25B antígeno 
polisacárido de E. coli, en donde el bioconjugado del O25B antígeno polisacárido de E. coli está presente en la 15 

composición a una concentración de 2 a 50 µg/ml, preferiblemente de 8 a 40 µg/ml, más preferiblemente de 16–32 
µg/ml, tal como 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32 µm/ml. En tales formas de realización, la concentración del 
bioconjugado del O25B antígeno polisacárido de E. coli es preferiblemente de aproximadamente 1.5 a 6 veces, por 
ejemplo de aproximadamente 2 a 4 veces mayor, tal como 1.5, 2, 3, 4, 5 o 6 veces mayor que la concentración de 
cualquiera de los otros bioconjugados presentes en la composición. 20 

En ciertas formas de realización, las composiciones descritas en la presente memoria (por ejemplo, composiciones 
farmacéuticas y/o inmunogénicas) comprenden o se administran en combinación con un adyuvante. El adyuvante para 
la administración en combinación con una composición descrita en el presente documento puede administrarse antes 
(por ejemplo, dentro de las 72 horas, 48 horas, 24 horas, 12 horas, 6 horas, 2 horas, 1 hora, 10 minutos), 
concomitantemente o después (por ejemplo, dentro de las 72 horas, 48 horas, 24 horas, 12 horas, 6 horas, 2 horas, 1 25 
hora, 10 minutos) de la administración de dicha composición. Tal como se utiliza aquí, el término “adyuvante” se refiere 
a un compuesto que, cuando se administra conjuntamente o como parte de una composición descrita en este 
documento, aumenta, mejora y/o potencia la respuesta inmune a un O–antígeno polisacárido de E. coli en un 
bioconjugado, pero cuando el compuesto adyuvante se administra solo no genera una respuesta inmune al O–
antígeno polisacárido de E. coli en el bioconjugado. En algunas formas de realización, el adyuvante mejora una 30 
respuesta inmune a un O–antígeno polisacárido de E. coli en un bioconjugado del mismo y no produce una alergia ni 

otra reacción adversa. Los adyuvantes pueden mejorar una respuesta inmunitaria mediante varios mecanismos, que 
incluyen, por ejemplo, el reclutamiento de linfocitos, la estimulación de células B y/o T, y la estimulación de macrófagos. 

Los ejemplos de adyuvantes adecuados incluyen, aunque sin limitaciones, sales de aluminio (alum) (tales como 
hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio y óxido de aluminio, incluyendo nanopartículas que 35 
comprenden formulaciones de alum o nanoalum), fosfato de calcio, monofosforil lípido A (MPL) o 3–de–O–monofosforil 
lípido A acilado (3D–MPL) (véase, por ejemplo, Patente del Reino Unido GB2220211, EP0971739, EP1194166, 
US6491919), AS01, AS02, AS03 y AS04 (todas de GlaxoSmithKline; véase, por ejemplo, EP1126876, US7357936 
para AS04, EP0671948, EP0761231, US5750110 para AS02), MF59 (Novartis), compuestos de imidazopiridina (véase 
WO2007/109812), compuestos de imidazoquinoxalina (véase WO2007/109813), delta–inulina, dinucleótidos cíclicos 40 
sintéticos activadores de STING (por ejemplo, US20150056224), combinaciones de lecitina y homopolímeros de 
carbómero (por ejemplo, US6676958) y saponinas, tales como QuilA y QS21 (véase, por ejemplo, Zhu D y W Tuo, 
2016, Nat Prod Chem Res 3: e113 (doi: 10.4172/2329–6836.1000e113), Matrix M, Iscoms, Iscomatrix, etc., 
opcionalmente en combinación con QS7 (véase Kensil et al., en Vaccine Design: The Subuniy and Adjuvant Approach 
(eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY, 1995); Patente de Estados Unidos Nº 5.057.540). En algunas formas de 45 
realización, el adyuvante es adyuvante de Freund (completo o incompleto). Otros adyuvantes son emulsiones de aceite 
en agua (tales como escualeno o aceite de maní), opcionalmente en combinación con estimulantes inmunes, tales 
como monofosforil lípido A (véase Stoute et al., N. Engl. J. Med. 336, 86–91 (1997)). Otro adyuvante es CpG (Bioworld 

Today, 15 de noviembre de 1998). Otros ejemplos de adyuvantes son liposomas que contienen estimulantes inmunes 
tales como MPL y QS21 como en AS01E y AS01B (por ejemplo, US 2011/0206758). Otros ejemplos de adyuvantes 50 
son CpG (Bioworld Today, 15 de noviembre de 1998) e imidazoquinolinas (tales como imiquimod y R848). Véase, por 
ejemplo, Reed G, et al., 2013, Nature Med., 19: 1597–1608. En ciertas formas de realización, el adyuvante contiene 

un agonista del receptor 4 tipo toll (TLR4). Los agonistas de TLR4 son bien conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, 
Ireton GC y SG Reed, 2013, Expert Rev Vaccines 12: 793–807. En ciertas formas de realización, el adyuvante 
comprende un agonista de TLR4 que comprende lípido A, o un análogo o derivado del mismo, tal como MPL, 3D–55 
MPL, RC529 (por ejemplo, EP1385541), PET–lípido A, GLA (adyuvante de glicopiranosilo lípido, un glicolípido 
disacárido sintético; por ejemplo, US20100310602, US8722064), SLA (por ejemplo, Carter D et al., 2016, Clin Transl 
Immunology 5: e108 (doi:10.1038/cti.2016.63), que describe un enfoque de estructura–función para optimizar ligandos 
de TLR4 para vacunas humanas), PHAD (hexaacilo disacárido fosforilado), 3D–PHAD (cuya estructura es la misma 
que la de GLA), 3D–(6–acil)– PHAD (3D(6A)–PHAD) (PHAD, 3D–PHAD y 3D(6A)PHAD son variantes de lípido A 60 
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sintético; véase, por ejemplo, avantilipids.com/divisions/adjuvants, que también proporcionan estructuras de estas 
moléculas), E6020 (CAS Número 287180–63–6), ONO4007, OM–174 y similares. 

En ciertas formas de realización, las composiciones descritas en este documento no comprenden, y no se administra 
en combinación con, un adyuvante. 

En ciertas formas de realización, las composiciones descritas en este documento se formulan para ser adecuadas 5 
para la vía de administración prevista para un sujeto. Por ejemplo, las composiciones (por ejemplo, farmacéuticas y/o 
inmunogénicas) aquí descritas pueden formularse para administración subcutánea, parenteral, oral, sublingual, bucal, 
intradérmica, transdérmica, colorrectal, intraperitoneal, rectal, intravenosa, intranasal, intratraqueal, intramuscular, 
tópica, transdérmica o intradérmica. En una forma de realización específica, una composición proporcionada en el 
presente documento (por ejemplo, farmacéutica y/o inmunogénica) se formula para inyección intramuscular. 10 

Métodos de uso 

Los bioconjugados y las composiciones proporcionadas en este documento pueden usarse para inducir anticuerpos 
contra un O4 antígeno glucosilado de E. coli en un sujeto, y para vacunar a un sujeto contra E. coli, en particular E. 
coli patogénicas extraintestinales (ExPEC). Tal como se usa en el presente documento, “sujeto” se refiere a cualquier 
animal, preferiblemente un mamífero, al que se le administrará o se le ha administrado un bioconjugado o composición 15 
proporcionada en este documento. El término “mamífero”, tal como se usa en el presente documento, abarca cualquier 
mamífero. Los ejemplos de mamíferos incluyen, pero sin limitaciones, vacas, caballos, ovejas, cerdos, gatos, perros, 
ratones, ratas, conejos, cobayos, primates no humanos (NHP) tales como monos o simios, seres humanos, etc. En 
ciertas formas de realización, un sujeto es un humano. Un sujeto humano puede ser de cualquier edad. En ciertas 
formas de realización, un sujeto es un humano de aproximadamente dos meses a aproximadamente 18 años de edad, 20 
por ejemplo, de 1 año a 18 años de edad. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano de al menos 18 
años de edad. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano de 15 a 50 años de edad, por ejemplo, de 18 
a 45 años, por ejemplo de 20 a 40 años de edad. En ciertas formas de realización, un sujeto es un varón humano. En 
ciertas formas de realización, un sujeto es una mujer humana. En ciertas formas de realización, un sujeto está 
inmunodeprimido. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano de al menos 50 años, al menos 55 años, 25 
al menos 60 años, al menos 65 años de edad. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano que no tiene 
más de 100 años, no tiene más de 95 años, no tiene más de 90 años, no tiene más de 85 años, no tiene más de 80 
años o no tiene más de 75 años. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano de por lo menos 60 años 
y no más de 85 años de edad. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano con salud estable. En ciertas 
formas de realización, un sujeto es un adulto humano de al menos 60 y no más de 85 años de edad con salud estable. 30 
En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano que tiene antecedentes de infección del tracto urinario (UTI, 
es decir, una infección bacteriana en la uretra, la vejiga, los uréteres y/o los riñones), es decir, que ha tenido al menos 
un episodio de UTI en su vida. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano que tiene antecedentes de 
UTI en los últimos veinte, quince, doce, diez, nueve, ocho, siete, seis, cinco, cuatro, tres, dos o un año. En ciertas 
formas de realización, un sujeto es un humano que tiene antecedentes de UTI en los últimos dos años. En ciertas 35 
formas de realización, un sujeto es un sujeto humano que tiene antecedentes de UTI recurrente, es decir, que ha 
tenido al menos dos UTI en seis meses o al menos tres UTI en un año. En ciertas formas de realización, un sujeto es 
un sujeto humano que tiene antecedentes de UTI recurrente en los últimos dos años. En ciertas formas de realización, 
un sujeto es un humano de 60 años o más con salud estable. En ciertas formas de realización, un sujeto es un humano 
de 60 años o más que tiene antecedentes de UTI en los últimos dos años. En ciertas formas de realización, un sujeto 40 
es un humano de al menos 60 años y menos de 75 años de edad que antecedentes de UTI en los últimos dos años. 
En ciertas formas de realización, un sujeto es un sujeto humano de 75 años o más que tiene antecedentes de UTI en 
los últimos dos años. En ciertas formas de realización, un sujeto es un paciente programado para ser sometidos a 
procedimientos o cirugías urogenitales y/o abdominales electivas, por ejemplo una biopsia de próstata con aguja 
guiada por ecografía transrectal (TRUS–PNB). 45 

En un aspecto, se proporciona en este documento un método para inducir anticuerpos contra un O4 antígeno 
glucosilado de E. coli en un sujeto, que comprende administrar al sujeto cualquiera de los bioconjugados de un O4 
antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora descrita aquí, o una composición que 
comprende un bioconjugado de un O4 antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína, solo o en 
combinación además con otros O–antígenos polisacáridos de E. coli o glicoconjugados o bioconjugados de los 50 
mismos. 

En ciertas formas de realización, los anticuerpos inducidos, provocados o identificados contra un O4 antígeno 
glucosilado de E. coli tienen actividad opsonofagocítica. En formas de realización particulares, los anticuerpos 
inducidos, provocados o identificados son anticuerpos de reacción cruzada capaces de mediar la destrucción 
opsonofagocítica de cepas de O4 tanto glucosiladas como no glucosiladas de E. coli. 55 

En ciertas formas de realización, los anticuerpos inducidos, provocados o identificados contra un O4 antígeno 
glucosilado de E. coli específicamente reconocen O4 antígenos polisacáridos no modificados y modificados por 
glucosa. En ciertas formas de realización, los anticuerpos inducidos, provocados o identificados contra un O4 antígeno 
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glucosilado de E. coli reconocen específicamente E. coli de serotipo O4. En ciertas formas de realización, los 
anticuerpos inducidos por un bioconjugado de un O4 antígeno glucosilado de E. coli se unen preferentemente al O4 

antígeno glucosilado en comparación con el O4 antígeno no glucosilado. 

Los anticuerpos inducidos por los bioconjugados y las composiciones descritas en la presente memoria pueden incluir 
moléculas de inmunoglobulina y porciones inmunológicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, 5 
moléculas que contienen un sitio de unión a antígeno que se une específicamente a un O–antígeno polisacárido de E. 
coli, por ejemplo, un O4 antígeno polisacárido glucosilado. 

Los anticuerpos inducidos, provocados o identificados usando los bioconjugados o las composiciones proporcionadas 
en este documento pueden usarse para monitorear la eficacia de una terapia y/o la progresión de la enfermedad. 
Cualquier sistema de inmunoensayo conocido en la técnica se puede utilizar para este propósito, incluyendo, pero sin 10 
limitaciones, sistemas de ensayo competitivos y no competitivos que usan técnicas tales como radioinmunoensayos, 
ELISA (ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas), inmunoensayos basados en electroquimioluminiscencia 
(ECL), inmunoensayos en “sándwich”, reacciones de precipitina, reacciones de precipitina de difusión en gel, ensayos 
de inmunodifusión, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteína A y 
ensayos de inmunoelectroforesis. Varios de estos ensayos, por ejemplo los inmunoensayos basados en ECL, se 15 
pueden hacer en formato multiplex, y por lo general se prefieren formatos de ensayo multiplex. 

Los anticuerpos inducidos, provocados o identificados usando un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido 
glucosilado de E. coli se puede utilizar para detectar cepas O4 de E. coli, particularmente cepas O4 glucosiladas, por 
ejemplo, a partir de una pluralidad de cepas de E. coli y/o para diagnosticar una infección por una cepa O4 u O4 
glucosilada de E. coli. 20 

En otro aspecto, se proporciona aquí un método de vacunación de un sujeto contra E. coli (por ejemplo, E. coli 
patogénicas extraintestinales, ExPEC), que comprende administrar al sujeto cualquiera de los bioconjugados de un 
O4 antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora descrita en la presente memoria, o 
una composición que comprende un bioconjugado de un O4 antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a 
una proteína portadora, solo o en combinación además con otro O–antígeno de E. coli o glicoconjugados o 25 
bioconjugados del mismo. Un experto en la técnica entenderá que el sujeto será vacunado contra cepas de E. coli 
cuyos O antígenos o glicoconjugados o bioconjugados de los mismos están presentes en la composición administrada. 
Por ejemplo, la administración de una composición que comprende O1A, O2, O4 glucosilado, O6A y O25B antígenos 
polisacáridos se puede usar para vacunar a un sujeto contra E. coli serotipos O1A, O2, O4, O6A y O25B. 

En ciertas formas de realización, la vacunación es para la prevención de una enfermedad invasiva por ExPEC (IED), 30 
por ejemplo, urosepsis, bacteriemia, sepsis, etc. En ciertas formas de realización, la vacunación es para prevenir o 
reducir la aparición o la gravedad de las infecciones del tracto urinario. En ciertas formas de realización, una IED puede 
ser adquirida en el hospital, por ejemplo, en pacientes sometidos a procedimientos o cirugías urogenitales y/o 
abdominales. En ciertas formas de realización, una IED puede ser asociada a la atención de salud, por ejemplo, en 
pacientes que reciben atención de salud para otra afección, por ejemplo a través de vías centrales, catéteres, etc., por 35 
ejemplo en un hospital, centro quirúrgico ambulatorio, centro para enfermedades renales terminales, centro de 
cuidados a largo plazo, etc. En ciertas formas de realización, la IED puede ser adquirida en la comunidad, por ejemplo, 
en un paciente que no estuvo recientemente expuesto a riesgos de salud. 

En otro aspecto, se proporciona aquí un método para inducir una respuesta inmune contra E. coli (por ejemplo, ExPEC) 

en un sujeto, que comprende administrar al sujeto cualquiera de los bioconjugados de un O4 antígeno glucosilado de 40 
E. coli unido covalentemente a una proteína portadora descrita en este documento, o una composición que comprende 
un bioconjugado de un O4 antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, solo o en 
combinación además con otro O–antígeno de E. coli o glicoconjugados o bioconjugados del mismo. En una forma de 
realización, el sujeto tiene una infección por E. coli (por ejemplo, ExPEC) en el momento de la administración. En una 
forma de realización preferida, el sujeto no tiene una infección por E. coli (por ejemplo, ExPEC) en el momento de la 45 
administración. 

En ciertas formas de realización, las composiciones y los bioconjugados descritos en este documento pueden 
administrarse a un sujeto para inducir una respuesta inmunitaria que incluye la producción de anticuerpos, 
preferiblemente anticuerpos que tienen actividad opsonofagocítica. Tales anticuerpos se pueden aislar usando 
técnicas conocidas por el experto en la técnica (por ejemplo, cromatografía de inmunoafinidad, centrifugación, 50 
precipitación, etc.). 

La capacidad de los bioconjugados y las composiciones descritas en la presente memoria para generar una respuesta 
inmune en un sujeto puede evaluarse usando cualquier enfoque conocido por los expertos en la técnica o descrito en 
este documento. En algunas formas de realización, la capacidad de un bioconjugado para generar una respuesta 
inmune en un sujeto puede evaluarse mediante la inmunización de un sujeto (por ejemplo, un ratón, rata, conejo o 55 
mono) o un conjunto de sujetos con un bioconjugado descrito en este documento y la inmunización de un sujeto 
adicional (por ejemplo, un ratón, rata, conejo o mono) o un conjunto de sujetos con un control (PBS). Los sujetos o 
conjuntos de sujetos posteriormente pueden ser desafiados con ExPEC, y se puede determinar la capacidad de 
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ExPEC para causar enfermedad (por ejemplo, UTI, bacteriemia u otra enfermedad) en los sujetos o conjuntos de 
sujetos. Los expertos en la técnica reconocerán que si el sujeto o conjunto de sujetos inmunizados con el control 
sufren la enfermedad posteriormente al desafío con el ExPEC pero el sujeto o el conjunto de sujetos inmunizados con 
un bioconjugado o composición del mismo descrito en este documento sufren menos o no sufren la enfermedad, 
entonces el bioconjugado es capaz de generar una respuesta inmune en un sujeto. La capacidad de un bioconjugado 5 
o composición del mismo descrita aquí para inducir antisuero que reacciona en forma cruzada con un O antígeno de 
ExPEC puede evaluarse mediante, por ejemplo, un inmunoensayo, tal como un ELISA (véase, por ejemplo, Van den 
Dobbelsteen et al., 2016, Vaccine, 34: 4152–4160), o un inmunoensayo basado en ECL. 

Por ejemplo, la capacidad de los bioconjugados descritos en este documento para generar una respuesta inmune en 
un sujeto puede evaluarse usando un ensayo bactericida de suero (SBA) o ensayo de destrucción opsonofagocítica 10 
(ensayo OPK, u OPKA), que representa un método establecido y aceptado que ha sido utilizado para obtener la 
aprobación de vacunas a base de glicoconjugados. Tales ensayos son bien conocidos en la técnica y, brevemente, 
comprenden las etapas de generación y aislamiento de anticuerpos contra un blanco de interés (por ejemplo, un O 
antígeno polisacárido, por ejemplo, O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli) mediante la administración a un 
sujeto (por ejemplo, un ratón, rata, conejo o mono) de un compuesto que genera dichos anticuerpos. Posteriormente, 15 
la capacidad bactericida de los anticuerpos se puede evaluar mediante, por ejemplo, el cultivo de las bacterias en 
cuestión (por ejemplo, E. coli del serotipo correspondiente) en presencia de los anticuerpos y complemento y –
dependiendo del ensayo– células neutrofílicas y ensayando la capacidad de los anticuerpos para mediar la destrucción 
y/o neutralización de las bacterias, por ejemplo, utilizando enfoques microbiológico estándar. A modo de ejemplo de 
ensayo OPK para vacunas de bioconjugados de E. coli, véase, por ejemplo, Abbanat et al., 2017, Clin. Vaccine 20 
Immunol. 24: e00123–17. Un ensayo OPK puede realizarse en formato monoplex o multiplex, de los cuales 
generalmente se prefiere el formato multiplex (por ejemplo, el ensayo de múltiples serotipos al mismo tiempo). Un 
ensayo OPK multiplex se denomina a veces en el presente documento como ‘MOPA’. 

En algunas formas de realización, los métodos descritos en el presente documento comprenden administrar una 
cantidad efectiva de bioconjugados de un O4 antígeno glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína 25 
portadora descrita en el presente documento, o una composición que comprende un bioconjugado de un O4 antígeno 
glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, solo o en combinación además con otro O–
antígeno de E. coli o glicoconjugados o bioconjugados del mismo. En una forma de realización, una “cantidad eficaz” 
es una cantidad que vacuna a un sujeto contra E. coli (por ejemplo, ExPEC). En otra forma de realización, una 
“cantidad eficaz” es una cantidad que induce una respuesta inmune contra E. coli (por ejemplo, ExPEC) en un sujeto, 30 
tal como una respuesta inmune que incluye la producción de anticuerpos, preferiblemente anticuerpos que tienen 
actividad opsonofagocítica. 

En formas de realización particulares, en donde una composición proporcionada en este documento comprende un 
bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli y al menos un bioconjugado de un O25B antígeno 
polisacárido de E. coli, una cantidad eficaz del O25B antígeno polisacárido de E. coli es de aproximadamente 1.5 a 6 35 

veces, por ejemplo de aproximadamente 2 a 4 veces mayor, tal como 1.5, 2, 3, 4, 5 o 6 veces mayor que la 
concentración de cualquiera de los otros bioconjugados presentes en la composición. En tales formas de realización, 
una cantidad eficaz del O25B antígeno polisacárido de E. coli es, por ejemplo, de aproximadamente 5 a 18 µg por 
administración, tal como 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 µg por administración. 

En ciertas formas de realización, un bioconjugado o una composición de acuerdo con la invención se administra a un 40 
sujeto una vez. En ciertas formas de realización, un bioconjugado o una composición de acuerdo con la invención se 
administra a un sujeto más de una vez, por ejemplo, en un régimen de cebado–refuerzo. En ciertas formas de 
realización, el tiempo entre dos administraciones es de al menos dos semanas, al menos un mes, al menos dos meses, 
al menos tres meses, al menos seis meses, al menos un año, al menos dos años, al menos cinco años, al menos diez 
años o al menos quince años. En los seres humanos, una respuesta inmune deseada típicamente puede ser generada 45 
por una única administración de un bioconjugado o una composición de acuerdo con la invención. En ciertas formas 
de realización, se proporciona una administración repetida después de, por ejemplo, diez años. 

Células huésped 

En el presente documento se proporcionan células huésped, por ejemplo, células huésped procariotas, capaces de 
producir O antígenos de E. coli y bioconjugados que comprenden tales O antígenos de E. coli. Las células huésped 50 
proporcionadas en la presente preferiblemente se modifican para comprender (por ejemplo, a través de la ingeniería 
genética) uno o más de los ácidos nucleicos que codifican la maquinaria de la célula huésped (por ejemplo, 
glicosiltransferasas) que se utiliza para producir O–antígenos polisacáridos de E. coli y/o bioconjugados de los mismos. 

Cualquier célula huésped conocida por los expertos en la técnica se puede usar para producir los O antígenos 
polisacáridos de E. coli descritos en este documento (por ejemplo, O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli) y 55 
bioconjugados que comprenden los O antígenos polisacáridos de E. coli descritos en este documento (por ejemplo, 
un bioconjugado de O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli) incluyendo arqueobacterias, células huésped 
procariotas y células huésped eucariotas. En una forma de realización preferida, una célula huésped es una célula 
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huésped procariota. Las células huésped procariotas ejemplares para usar en la producción de los O antígenos 
polisacáridos de E. coli descritos aquí y bioconjugados que comprenden los O antígenos polisacáridos de E. coli 
descritos en este documento incluyen, pero sin limitaciones, especies de Escherichia, especies de Shigella, especies 
de Klebsiella, especies de Xhantomonas, especies de Salmonella, especies de Yersinia, especies de Lactococcus, 
especies de Lactobacillus, especies de Pseudomonas, especies de Corynebacterium, especies de Streptomyces, 5 
especies de Streptococcus, especies de Staphylococcus, especies de Bacillus y especies de Clostridium. 

En una forma de realización específica, la célula huésped usada para producir los O antígenos polisacáridos de E. coli 
descritos en este documento y bioconjugados que comprenden los O antígenos polisacáridos de E. coli descritos aquí 
es una célula huésped procariota, y es preferiblemente E. coli. 

En ciertas formas de realización, las células huésped utilizadas para producir los O antígenos polisacáridos de E. coli 10 

y bioconjugados descritos en este documento están diseñadas para comprender ácidos nucleicos heterólogos, por 
ejemplo, ácidos nucleicos heterólogos que comprenden grupos de genes rfb de un serotipo de O antígeno deseado, 
ácidos nucleicos heterólogos que codifican una o más proteínas portadoras y/o glicosiltransferasas. En una forma de 
realización específica, los genes rfb heterólogos, y/o ácidos nucleicos heterólogos que codifican proteínas implicadas 
en las vías de glicosilación (por ejemplo, vías de glicosilación procariotas y/o eucariotas) se pueden introducir en las 15 
células huésped descritas en este documento. Tales ácidos nucleicos pueden codificar proteínas, incluyendo, pero sin 
limitaciones, oligosacaril transferasas y/o glicosiltransferasas. 

En este documento se describen las secuencias de diversos genes y grupos de genes que codifican 
glicosiltransferasas útiles en la preparación de células huésped recombinantes que pueden, por ejemplo, ser utilizadas 
para preparar O antígenos polisacáridos de E. coli y bioconjugados de los mismos. Los expertos en la técnica 20 
apreciarán que, debido a la degeneración del código genético, una proteína que tiene una secuencia de aminoácidos 
específica puede ser codificada por múltiples ácidos nucleicos diferentes. Por lo tanto, los expertos en la técnica 
entenderán que un ácido nucleico proporcionado en este documento puede ser alterado de manera tal que su 
secuencia difiera de una secuencia proporcionada en el presente documento, sin afectar la secuencia de aminoácidos 
de la proteína codificada por el ácido nucleico. 25 

Se proporcionan en este documento células huésped (por ejemplo, células huésped recombinantes) para la producción 
de un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, O1A antígeno polisacárido, O2 antígeno 

polisacárido, O6A antígeno polisacárido, O8 antígeno polisacárido, O15 antígeno polisacárido, O16 antígeno 
polisacárido, O18A antígeno polisacárido, O25B antígeno polisacárido u O75 antígeno polisacárido. Las células 
huésped proporcionadas en este documento comprenden ácidos nucleicos que codifican enzimas (por ejemplo, 30 
glicosiltransferasas) capaces de producir el O antígeno polisacárido de E. coli. Las células huésped proporcionadas 
en la presente pueden expresar en forma natural los ácidos nucleicos capaces de producir un O antígeno de interés, 
o las células huésped se pueden preparar para expresar dichos ácidos nucleicos. En ciertas formas de realización, los 
ácidos nucleicos son heterólogos para las células huésped y se introducen en las células huésped utilizando enfoques 
genéticos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los ácidos nucleicos pueden introducirse en la célula huésped 35 
mediante manipulación genética (por ejemplo, el grupo de genes se expresa en un plásmido o plásmidos o se integra 
en el genoma de la célula huésped (véase, por ejemplo, las publicaciones de solicitudes de patente internacional WO 
2014/037585, WO 2014/057109, WO 2015/052344). 

En una forma de realización, se proporciona en este documento una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped 
recombinante) capaz de producir un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido 40 
covalentemente a una proteína portadora. Tal célula huésped comprende, preferiblemente por ingeniería de una célula 
precursora, una secuencia de ácido nucleico que codifica un gen gtrS, que, al leal saber y entender de los inventores, 
fue identificado aquí por primera vez como que codifica una enzima ramificadora de polisacárido capaz de transferir 
glucosa para el O4 antígeno de E. coli (es decir, una glucosiltransferasa específica para el O4 antígeno polisacárido 
de E. coli), y en particular para L–Rha a través de un enlace α–1,3–glucosídico. Un ejemplo de una secuencia de 45 
aminoácidos de dicha enzima ramificadora se proporciona en la SEQ ID NO: 4. Otros ejemplos comprenden 
secuencias de aminoácidos que son al menos 80% idénticas a la misma. Los ejemplos de secuencias de ácido nucleico 
que codifica genes gtrS específicos para el O4 antígeno polisacárido de E. coli incluyen, pero sin limitación, SEQ ID 

NO: 5, o secuencias degeneradas de ácido nucleico que codifican SEQ ID NO: 4, o secuencias de ácido nucleico que 
codifican enzimas GtrS funcionales específicas de O4 que tienen al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4. 50 

En una forma de realización específica, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 
de producir un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una 

proteína portadora comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una glucosil transferasa que tiene al menos 
80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4, tal como aproximadamente 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 
94%, 95%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4. En vista de la redundancia 55 
en el código genético, un experto en la técnica puede hacer variantes del ácido nucleico que codifica las secuencias 
de aminoácidos de glucosila transferasas, por ejemplo, utilizando secuencias optimizadas por codón, si se desea. 
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En ciertas formas de realización, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz de 
producir un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína 

portadora, que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una glucosil transferasa (GtrS) que tiene al 
menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4, además comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica una glucosa translocasa unida a bactoprenol (GtrA) que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con 5 
SEQ ID NO: 7, y una secuencia de nucleótidos que codifica una bactoprenol glucosil transferasa (GtrB) que tiene al 
menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 8. En ciertas formas de realización, dichas secuencias de 
ácido nucleico codifican proteínas GtrA y GtrB que son al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% o 100% idénticas a SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, y tienen actividad de glucosa translocasa unida a 
bactoprenol (SEQ ID NO: 7) y bactoprenol glucosil transferasa (SEQ ID NO: 8), respectivamente. En vista de la 10 
redundancia en el código genético, un experto en la técnica puede hacer variantes del nucleico que codifica las 
secuencias de aminoácidos de glucosa translocasas unidas a bactoprenol y de bactoprenol glucosil transferasas, por 
ejemplo, utilizando secuencias optimizadas por codón, si se desea. 

Una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz de producir un bioconjugado de un O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora proporcionada en el 15 
presente documento comprende además una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el O4 antígeno 
polisacárido de E. coli. Un ejemplo de un grupo de genes rfb útil para la producción del O4 antígeno polisacárido de 
E. coli se proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 9. Otro ejemplo se puede encontrar en el GenBank, 
locus AY568960. También se pueden usar secuencias de ácido nucleico degeneradas que codifican las mismas 
enzimas codificadas por esta secuencia, o secuencias que codifican enzimas que son al menos 80% idéntica, 20 
preferiblemente al menos 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idénticas. 

En una forma de realización específica, se proporciona en este documento una célula huésped (por ejemplo, una 
célula huésped recombinante, preferiblemente una célula huésped procariota recombinante, preferiblemente una 
célula huésped recombinante de E. coli) que produce O4 antígeno polisacárido glucosilado, en donde la célula 
huésped comprende gtrS, un grupo de genes rfb para el O4 antígeno polisacárido de E. coli, y el ácido nucleico que 25 
codifica una proteína portadora. Tales células huésped se pueden diseñar utilizando enfoques recombinantes para 
comprender uno o más plásmidos que comprenden el gen gtrS, el grupo de genes rfb, y/o ácido nucleico que codifica 
una proteína portadora, o para comprender algunos o todos los genes relevantes, tales como gtrS, el grupo rfb y/o el 
ácido nucleico que codifica la proteína portadora integrada en el genoma de la célula huésped. En ciertas formas de 
realización, los genes o grupos de genes se han integrado en el genoma de la célula huésped usando recombinación 30 
homóloga. Una ventaja de la integración de genes en el genoma de la célula huésped es la estabilidad en ausencia 
de selección de antibióticos. 

En otra forma de realización específica, se proporciona en este documento una célula huésped (por ejemplo, una 
célula huésped recombinante, preferiblemente una célula huésped procariota recombinante) que produce O4 antígeno 
polisacárido glucosilado, en donde la célula huésped comprende GtrS (glucosiltransferasa), así como las enzimas 35 
codificadas por el grupo de rfb O4. En ciertas formas de realización, todas o algunas de las enzimas mencionadas 
anteriormente son heterólogos para la célula huésped. 

En otras formas de realización específicas, se proporciona en este documento una célula huésped (por ejemplo, una 
célula huésped recombinante, preferiblemente una célula huésped procariota recombinante) que produce O4 antígeno 
polisacárido glucosilado de E. coli, preferiblemente un bioconjugado de O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. 40 
coli, en donde la célula huésped comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril 
transferasa y/o una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína portadora. En una forma de realización 
específica, la oligosacaril transferasa es heteróloga para la célula huésped. En otra forma de realización específica, la 
proteína portadora es heteróloga para la célula huésped. Preferiblemente, la célula huésped comprende una secuencia 
de nucleótidos heteróloga que codifica una glucosil transferasa que tiene al menos 80% de identidad de secuencia 45 
con SEQ ID NO: 4. En formas de realización preferidas, los genes rfb del grupo O4 son heterólogos para la célula 
huésped. Preferiblemente, la secuencia que codifica la enzima que es capaz de introducir la cadena lateral de glucosa 
ramificada en el O4 antígeno, es decir, el gen gtrS (que codifica una glucosil transferasa que tiene al menos 80% de 

identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4) es heterólogo para la célula huésped. Un ácido nucleico es heterólogo para 
la célula huésped si la misma secuencia no está presente naturalmente en dicha célula huésped. El ácido nucleico 50 
heterólogo, por ejemplo, puede ser introducido en una célula parental por ingeniería genética, por ejemplo, por 
transformación (por ejemplo, transformación química o electroporación) y/o recombinación. En ciertas formas de 
realización, el ácido nucleico heterólogo, tal como un locus rfb deseado, secuencia codificadora de gtrS, secuencia 
codificadora de proteína portadora y/o secuencia codificadora de glicosiltransferasa, se integran en el genoma de la 
célula huésped, preferiblemente una célula huésped bacteriana, preferiblemente una célula huésped de E. coli. En 55 
formas de realización preferidas, el locus rfb endógeno y, si corresponde, la secuencia codificadora de gtrS han sido 

inactivados, preferentemente borrados del genoma de la célula huésped recombinante en comparación con un 
antecesor de la misma, y preferiblemente se sustituyen por el locus rfb heterólogo deseado y, si corresponde, una 
secuencia codificadora de gtrS deseada, respectivamente. En ciertas formas de realización, la célula huésped es una 
K–12 de E. coli (como ejemplo no limitativo, la cepa de E. coli W3110 es una cepa K–12) o una cepa B de E. coli 60 
(como ejemplo no limitativo, la cepa de E. coli BL21 es una cepa B), o cualquier otra cepa bien definida de E. coli, por 

ES 2 951 442 T3



26 

ejemplo, cepas de laboratorio o cepas de producción, en contraste con los aislados de tipo salvaje primarios. En formas 
de realización preferidas, la célula huésped se deriva de E. coli que no expresa O4 antígeno u O4 antígeno glucosilado, 
mediante la introducción en tal E. coli del locus rfb O4 y el gen gtrS que codifica una glucosil transferasa tiene al menos 
80% identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4. Las ventajas del uso de cepas bien caracterizadas, tales como E. coli 
K–12 o E. coli B, como precursores para las células huésped es la posibilidad de utilizar un proceso de producción 5 
similar para diferentes bioconjugados de O antígeno, ya que las características de la cepa de producción están bien 
definidas. A pesar de que los bioconjugados de diferentes O antígenos se comportan de manera diferente y los 
procesos de expresión se pueden optimizar según la cepa de producción, al menos el proceso básico para la 
producción de bioconjugados de O–antígeno será más predecible utilizando tales cepas precursoras bien definidas 
que cuando se utilizan cepas desconocidas tales como aislados de tipo salvaje como precursores para la producción 10 
de cepas huésped. De esta manera, la experiencia con la producción de los bioconjugados de O–antígeno de E. coli 
descritos anteriormente tales como los bioconjugados de O1A, O2, O6A y O25B como se describe, por ejemplo, en 
WO 2015/124769 y WO 2017/035181 se puede utilizar como base para diseñar la producción de otros bioconjugados 
de O–antígeno de E. coli. A diferencia de gtrS, los genes gtrA y gtrB no son serotipo–específicos, y en ciertas formas 
de realización son homólogas a la célula huésped (por ejemplo, la E. coli K12 cepa W3110 incluye genes gtrA y gtrB 15 
que son capaces de funcionar junto con el gen gtrS específico del O4–serotipo introducido recombinantemente que 
codifica una glucosil transferasa de SEQ ID NO: 4 o una glucosil transferasa que es al menos 80% idéntica a la misma, 
reemplazando el gen gtrS endógeno). En otras formas de realización, uno o ambos genes gtrA y gtrB (que codifican 
proteínas GtrA y GtrB que son al menos aproximadamente 80% idénticas a SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, y 
que tienen actividad de glucosa translocasa unida a bactoprenol y bactoprenol glucosil transferasa, respectivamente, 20 
también se introducen de forma recombinante en la célula huésped, por ejemplo, en caso de que la célula huésped 
no tenga genes gtrA y/ o gtrB endógenos. 

También se proporcionan en el presente documento células huésped (por ejemplo, células huésped recombinantes) 
capaces de producir un bioconjugado de un O1A, O2, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B u O75 antígeno polisacárido 
de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora. Tales células huésped (por ejemplo, células huésped 25 
recombinantes) comprenden la secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb específico del O–antígeno 
polisacárido. Los grupos de genes rfb pueden ser aislados a partir cepas de E. coli de tipo salvaje, y se combinan con 

ácidos nucleicos que codifican una oligosacaril transferasa (por ejemplo, PglB) y una proteína portadora (por ejemplo, 
EPA) dentro de una célula huésped para obtener una célula huésped recombinante que produce el O–antígeno de E. 
coli de interés o bioconjugado del mismo. Por ejemplo, tales células huésped pueden ser diseñadas utilizando 30 
enfoques recombinantes para comprender uno o más plásmidos que comprenden el grupo de genes rfb, oligosacaril 

transferasa (por ejemplo, PglB) y una proteína portadora (por ejemplo, EPA) utilizando una tecnología de 
bioconjugación, tal como la descrita en el documento WO 2014/037585, WO 2009/104074 y WO 2009/089396. 
Preferiblemente, las células huésped comprenden los grupos de genes rfb integrados en su genoma. Los ácidos 
nucleicos que codifican oligosacaril transferasa, la proteína portadora y, cuando corresponda, el gen gtrS aplicable 35 
están también, en ciertas formas de realización, integrados en el genoma de la célula huésped. Los genes gtrA y gtrB 
heterólogos u homólogos están, en ciertas formas de realización, también integrados en el genoma de la célula 
huésped. 

La preparación de bioconjugados para O1A, O2, O6A y O25B antígenos ha sido descrita en detalle en WO 
2015/124769 y WO 2017/035181. Los grupos de genes ejemplares para cada O antígeno de E. coli (loci rfb) se han 40 
descrito en Iguchi A, et al., DNA Research, 2014, 1–7 (doi: 10.1093/dnares/dsu043), y en DebRoy C, et al., PLoS One. 
2016, 11(1):e0147434 (doi: 10.1371/journal.pone.0147434; corrección en: Plos One. 2016, 11(4):e0154551, doi: 
10.1371/journal.pone.0154551). Las secuencias de ácido nucleico para los grupos rfb y las secuencias de aminoácidos 

para las proteínas codificadas en los mismos también se pueden encontrar en bases de datos públicas, tales como 
GenBank. Las secuencias ejemplares para grupos rfb que pueden ser utilizadas en cepas de producción para 45 
bioconjugados con antígenos polisacáridos de los serotipos descritos en este documento también se proporcionan en 
SEQ ID NOs: 9 y 11–19. Así, para cada uno de los bioconjugados deseados mencionados anteriormente, el grupo rfb 
respectivo puede ser introducido en una célula huésped, para obtener células huésped con el grupo rfb específico 

para el O–antígeno deseado, que además contiene ácido nucleico que codifica oligosacaril transferasa y la proteína 
portadora. Por las razones indicadas anteriormente, preferiblemente las células huésped son células huésped 50 
recombinantes, y, preferiblemente, se derivan de cepas con características relativamente bien conocidas, tales como 
cepas de E. coli de laboratorio o de producción, por ejemplo, E. coli K12 o E. coli BL21, etc. Preferiblemente, los grupos 
rfb son heterólogos para la célula huésped, por ejemplo se introducen en una célula precursora de la célula huésped, 
y preferiblemente se integran en el genoma de la misma. Preferiblemente, un grupo de genes rfb original, si estaba 
presente en una célula precursora, ha sido sustituido por el grupo de genes rfb para el O–antígeno de interés en la 55 
célula huésped, para permitir la producción de bioconjugado del O–antígeno de interés. Preferiblemente, la 
oligosacariltransferasa es heteróloga para la célula huésped, y en ciertas formas de realización el ácido nucleico que 
codifica tal oligosacariltransferasa está integrado en el genoma de la célula huésped. 

Cualquiera de las células huésped proporcionadas en la presente (por ejemplo, las células huésped recombinantes, 
preferiblemente células huésped procariotas recombinantes) comprenden ácidos nucleicos que codifican enzimas 60 
adicionales activas en la N–glicosilación de proteínas, por ejemplo, la célula huésped proporcionada en este 
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documento puede comprender además un ácido nucleico que codifica una oligosacaril transferasa o ácidos nucleicos 
que codifican otras glicosiltransferasas. 

Las células huésped proporcionados en este documento comprenden un ácido nucleico que codifica una oligosacaril 
transferasa. Las oligosacaril transferasas transfieren oligosacáridos ligados a lípidos a residuos de asparagina de 
cadenas polipeptídicas nacientes que comprenden un motivo de consenso de N–glicosilación. El ácido nucleico que 5 
codifica una oligosacaril transferasa puede ser nativo a la célula huésped, o se puede introducir en la célula huésped 
utilizando enfoques genéticos. En formas de realización preferidas, la oligosacaril transferasa es heteróloga para la 
célula huésped. E. coli no comprende naturalmente una oligosacaril transferasa, y por lo tanto si se utiliza E. coli como 
célula huésped para la producción de bioconjugados, una oligosacaril transferasa heteróloga está comprendida en tal 
célula huésped, por ejemplo, después de la introducción por ingeniería genética. La oligosacaril transferasa puede ser 10 
de cualquier fuente conocida en la técnica a la vista de la presente divulgación. 

En ciertas formas de realización, una alternativa a una oligosacaril transferasa con actividad de N–glicosiltransferasa, 
tal como una O–glicosiltransferasa, por ejemplo, como ejemplo no limitativo PglL, se puede utilizar conjuntamente con 
su propia secuencia de consenso de glicosilación diferente en la proteína portadora, como se describe, por ejemplo, 
en el documento WO 2016/82597. Otras glicosiltransferasas, tales como O–glicosiltransferasas, pueden por lo tanto 15 

también utilizarse como una oligosacariltransferasa de acuerdo con la invención. 

En ciertas formas de realización preferidas, la oligosacaril transferasa es una oligosacaril transferasa de 
Campylobacter. Por ejemplo, en una forma de realización, la oligosacaril transferasa es una oligosacaril transferasa 
de Campylobacter jejuni (es decir, pglB; véase, por ejemplo, Wacker et al., 2002, Science 298:1790–1793; véase 

también, por ejemplo, NCBI Gene ID: 3231775, UniProt nº de acceso O86154). En otra forma de realización, la 20 
oligosacaril transferasa es una oligosacaril transferasa de Campylobacter lari (véase, por ejemplo, NCBI Gene ID: 
7410986). 

En formas de realización específicas, la oligosacaril transferasa es PglB oligosacaril transferasa de Campylobacter 
jejuni, incluyendo la proteína natural (de tipo salvaje) o cualquier variante de la misma, tal como las descritas en las 
Publicaciones de Solicitud de Patente Internacional WO 2016/107818 y WO 2016/107819. PglB puede transferir 25 
oligosacáridos unidos a lípidos a residuos de asparagina en las secuencias de consenso SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 
2. En formas de realización particulares, la PglB oligosacaril transferasa comprende la SEQ ID NO: 6, o una variante 
de la misma. En ciertas formas de realización, una o más secuencias endógenas de consenso de glicosilación en un 
PglB de tipo salvaje se han mutado para evitar la autoglicosilación de PglB, por ejemplo, SEQ ID NO: 6 que comprende 
la mutación N534Q. Los ejemplos de variantes de PglB oligosacaril transferasas adecuadas para usar en las células 30 
huésped recombinantes proporcionadas en este documento incluyen la PglB oligosacaril transferasa de SEQ ID NO: 
6 que comprende al menos una mutación seleccionada del grupo que consiste de N311V, K482R, D483H, A669V, 
Y77H, S80R, Q287P y K289R. En una forma de realización particular, una variante de PglB oligosacaril transferasa 
tiene SEQ ID NO: 6 que comprende la mutación N311V. En otra forma de realización particular, una variante de PglB 
oligosacaril transferasa tiene SEQ ID NO: 6 que comprende las mutaciones Y77H y N311V. En otra forma de 35 
realización particular, una variante de PglB oligosacaril transferasa tiene SEQ ID NO: 6 que comprende las mutaciones 
N311V, K482R, D483H y A669V. En otra forma de realización particular, una variante de PglB oligosacaril transferasa 
tiene SEQ ID NO: 6 que comprende las mutaciones Y77H, S80R, Q287P, K289R y N311V. Se encontró y se describe 
en este documento que ciertas variantes de PglB oligosacaril transferasas tienen rendimientos sorprendentemente 
mejores en la producción de bioconjugados de O–antígenos de E. coli de serotipos específicos. La variante mejorada 40 
u óptima de PglB para un O–antígeno de E. coli dado no era previsible. Por lo tanto, en ciertos aspectos, la invención 
también proporciona métodos para producir bioconjugados de O–antígenos de E. coli específicos, utilizando variantes 
de PglB específicas como la oligosacaril transferasa. Otras variantes de PglB que son al menos 80%, 85%, 90%, 91%, 
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% idénticas a SEQ ID NO: 6 y todavía tienen actividad de oligosacaril 
transferasa, que preferiblemente tienen uno o más de los aminoácidos específicos en las posiciones indicadas 45 
divulgadas en combinación en el presente documento (por ejemplo, 77Y, 80S, 287Q, 289K, 311N, 482K, 483D, 669A; 
o 311V; o 311V, 482R, 483H, 669V; o 77H, 80R, 287P, 289R, 311V; o 77H, 311V; etc.) también se pueden utilizar 
para la producción de bioconjugados. 

En una forma de realización específica, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 
de producir un bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una 50 
proteína portadora comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica PglB oligosacaril transferasa 
transferasa de Campylobacter jejuni que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o preferiblemente SEQ 

ID NO: 6 que comprende la mutación N311V, o más preferiblemente SEQ ID NO: 6 que comprende las mutaciones 
Y77H y N311V. 

En otras formas de realización específicas, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 55 
de producir un bioconjugado de un O1A, O6A u O15 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una 

proteína portadora comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica PglB oligosacaril transferasa de 
Campylobacter jejuni tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o preferiblemente SEQ ID NO: 6 que 
comprende las mutaciones N311V, K482R, D483H y A669V. 
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En una forma de realización específica, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 
de producir un bioconjugado de un O16 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora 
comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica PglB oligosacaril transferasa de Campylobacter jejuni 
que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o preferiblemente SEQ ID NO: 6 que comprende las 
mutaciones Y77H, S80R, Q287P, K289R y N311V. 5 

En una forma de realización específica, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 
de producir un bioconjugado de un O75 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora 
comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica PglB oligosacaril transferasa de Campylobacter jejuni 
que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o preferiblemente SEQ ID NO: 6 que comprende la mutación 
N311V. 10 

En una forma de realización específica, una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) capaz 
de producir un bioconjugado de un O8, O18A, O25B u O2 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a 
una proteína portadora comprende además una secuencia de nucleótidos que codifica PglB oligosacaril transferasa 
de Campylobacter jejuni que tiene la secuencia de aminoácido de SEQ ID NO: 6, preferiblemente en donde SEQ ID 
NO: 6 no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669. 15 

En algunas formas de realización, cualquiera de las células huésped proporcionadas en este documento comprenden 
un ácido nucleico que codifica una proteína portadora, por ejemplo, una proteína a la que el O–antígeno polisacárido 
producido por la maquinaria de glicosilación de la célula huésped se puede unir para formar un bioconjugado. La célula 
huésped puede comprender un ácido nucleico que codifica cualquier proteína portadora conocida por los expertos en 
la técnica en vista de la presente divulgación, incluyendo, pero sin limitaciones, Exotoxina A desintoxicada de P. 20 
aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide 
tetánico, hemolisina A desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina 
termolábil de E. coli, variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B 
(CTB), toxina del cólera, variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero 
de la proteína Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV 25 
de P. aeruginosa, proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus 
influenzae no tipificable. 

En formas de realización preferidas, una célula huésped comprende además un ácido nucleico que codifica Exotoxina 
A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA). Preferiblemente, la proteína portadora EPA comprende 1–10 sitios de 
glicosilación, preferiblemente 2 a 4 sitios de glicosilación, lo más preferiblemente 4 sitios de glicosilación, tal como 1–30 
10, preferiblemente 2–4, y más preferiblemente 4 sitios de glicosilación que comprenden, cada uno, una secuencia de 
consenso de glicosilación que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y más preferiblemente tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. En una forma de realización específica, una célula huésped comprende 
además un ácido nucleico que codifica la proteína portadora EPA–4 que comprende la SEQ ID NO: 3. 

En ciertas formas de realización, las proteínas portadoras utilizadas en la generación de los bioconjugados por las 35 
células huésped descritas en este documento comprenden una “etiqueta”, es decir, una secuencia de aminoácidos 
que permite el aislamiento y/o la identificación de la proteína portadora. Por ejemplo, la adición de una etiqueta a una 
proteína portadora puede ser útil en la purificación de esa proteína y, por lo tanto, la purificación de vacunas 
conjugadas que comprenden la proteína portadora etiquetada. Las etiquetas a modo de ejemplo que pueden usarse 
en este documento incluyen, sin limitación, etiquetas de histidina (HIS) (por ejemplo, etiqueta de hexa–histidina o 40 
etiqueta de 6XHis), FLAG–TAG y etiquetas de HA. En ciertas formas de realización, las etiquetas utilizadas en el 
presente documento son eliminables, por ejemplo, pueden ser eliminadas por agentes químicos o por medios 
enzimáticos, una vez que ya no son necesarias, por ejemplo, después de que la proteína ha sido purificada. En otras 
formas de realización, la proteína portadora no comprende una etiqueta. 

En ciertas formas de realización, las proteínas portadoras descritas en el presente documento comprenden una 45 
secuencia de señal que dirige a la proteína portadora al espacio periplásmico de la célula huésped que expresa la 
proteína portadora. En una forma de realización específica, la secuencia de señal es de DsbA de E. coli, porina A de 
membrana externa de E. coli (OmpA), proteína de unión a maltosa de E. coli (MalE), pectato liasa de Erwinia 
carotovorans (PelB), FlgI, NikA, o endoxilanasa de Bacillus sp. (XynA), enterotoxina LTIIb de E. coli termolábil, 
endoxilanasa XynA de Bacillus, o flagelina de E. coli (FlgI). En una forma de realización, la secuencia de señal 50 
comprende SEQ ID NO: 10. Una secuencia de señal se puede escindir después de la translocación de la proteína al 
periplasma y puede por lo tanto ya no estar presente en la proteína portadora final de un bioconjugado. 

En ciertas formas de realización, se pueden introducir modificaciones adicionales (por ejemplo, usando técnicas 
recombinantes) en las células huésped descritas en el presente documento. Por ejemplo, los ácidos nucleicos de la 
célula huésped (por ejemplo, genes) que codifican proteínas que forman parte de una vía de glicosilación que 55 
posiblemente compite o interfiere (por ejemplo, compite o interfiere con uno o más genes heterólogos que participan 
en la glicosilación que se introducen de manera recombinante en la célula huésped) pueden ser eliminados o 
modificados en el entorno de la célula huésped (genoma) de una manera que los haga inactivos / disfuncionales (es 
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decir, los ácidos nucleicos de la célula huésped que se eliminan / modifican no codifican una proteína funcional). En 
ciertas formas de realización, cuando los ácidos nucleicos se eliminan del genoma de las células huésped 
proporcionadas en este documento son reemplazados por una secuencia deseable, por ejemplo, una secuencia que 
es útil para la producción de un O antígeno polisacárido o un bioconjugado del mismo. 

Los genes o grupos de genes ejemplares que se pueden eliminar en las células huésped (y, en algunos casos, 5 
reemplazar por otras secuencias de ácido nucleico deseadas) incluyen genes o grupos de genes de células huésped 
implicadas en la biosíntesis de glicolípidos, tales como waaL (véase, por ejemplo, Feldman et al., 2005, PNAS USA 
102:3016–3021), el grupo de biosíntesis de núcleo de lípido A (waa), el grupo de galactosa (gal), el grupo de arabinosa 
(ara), el grupo de ácido colónico (wc), el grupo de polisacáridos capsulares, genes de la biosíntesis de undecaprenol–
p (por ejemplo, uppS, uppP), genes de reciclaje de und–P, enzimas metabólicas implicadas en la biosíntesis de 10 
azúcares activados por nucleótidos, el grupo de antígeno común de enterobacterias (eca), y grupos de modificación 
de O antígenos prófagos como el grupo gtrABS o regiones de los mismos. En una forma de realización específica, las 
células huésped descritas en el presente documento se modifican de modo que no produzcan ningún O antígeno 
polisacárido distinto de un O antígeno polisacárido deseado, por ejemplo, O4 antígeno polisacárido glucosilado. 

En una forma de realización específica, el gen de waaL se elimina o se inactiva funcionalmente a partir del genoma 15 

de una célula huésped (por ejemplo, una célula huésped recombinante) proporcionada en el presente documento. Los 
términos “waaL” y “gen waaL” se refieren al gen de ligasa del O antígeno que codifica una enzima unida a membrana 
con un sitio activo situado en el periplasma. La enzima codificada transfiere O antígeno unido a undecaprenilfosfato 
(UPP) al núcleo de lípido A, formando lipopolisacárido. La deleción o interrupción del gen waaL endógeno (por ejemplo, 
cepas ΔwaaL) interrumpe la transferencia del O–antígeno al lípido A, y en su lugar puede potenciar la transferencia 20 
del O–antígeno a otra biomolécula, tal como una proteína portadora. 

En otra forma de realización específica, uno o más del gen waaL, gen gtrA, gen gtrB, gen gtrS y el grupo de genes rfb 
se suprime o se inactiva funcionalmente del genoma original de una célula huésped procariota proporcionada en este 
documento. 

En una forma de realización, una célula huésped usada aquí es E. coli que produce un bioconjugado de O4 antígeno 25 
polisacárido glucosilado, en donde el gen waaL se elimina o se inactiva funcionalmente del genoma de la célula 
huésped, y se inserta un gen gtrS específico de O4 antígeno polisacárido de E. coli. En ciertas formas de realización 
para las cepas de producción de bioconjugados de O4 O–antígeno glucosilado, un gen gtrS que codifica una glucosil 
transferasa que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4 se inserta en el lugar de un gen 
gtrS de la cepa parental, con el fin de reemplazar el gen gtrS en esa cepa parental por el responsable de la 30 
glucosilación del antígeno O4. Un ejemplo de tal cepa parental es E. coli K–12 cepa W3110. Los genes gtrA y gtrB 

pueden ser homólogos para la cepa parental, o, alternativamente, uno o ambos de estos genes pueden ser heterólogos 
para la cepa parental. Típicamente, y a diferencia del gen gtrS, estos genes gtrA y gtrB no son específicos para la 
estructura del O–antígeno. 

También se proporcionan en este documento métodos de preparación de células huésped recombinantes. Las células 35 
huésped recombinantes producidas por los métodos descritos en este documento pueden usarse para producir 
bioconjugados de O antígenos de E. coli. Los métodos comprenden introducir una o más moléculas de ácido nucleico 
recombinantes en una célula para producir la célula huésped recombinante. Típicamente, las moléculas de ácido 
nucleico recombinantes son heterólogas. Cualquier método conocido en la técnica en vista de la presente divulgación 
se puede utilizar para introducir moléculas de ácido nucleico recombinantes en una célula huésped. Los ácidos 40 
nucleicos recombinantes pueden introducirse en las células huésped descritas en este documento usando cualquiera 
de los métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, electroporación, transformación química, choque 
térmico, transformación natural, transducción de fagos y conjugación. En formas de realización específicas, los ácidos 
nucleicos recombinantes se introducen en las células huésped descritas en este documento usando un plásmido. Por 
ejemplo, los ácidos nucleicos heterólogos pueden ser expresados en las células huésped por un plásmido (por 45 
ejemplo, un vector de expresión). En otra forma de realización específica, los ácidos nucleicos heterólogos se 
introducen en las células huésped descritas en este documento usando el método de inserción en el genoma como 
se describe, por ejemplo, en la publicación de solicitud de patente internacional WO 2014/037585, WO 2014/057109 
o WO 2015/052344. 

En una forma de realización, un método para preparar una célula huésped recombinante para la producción de un 50 
bioconjugado de un O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora 
comprende introducir una o más moléculas de ácido nucleico recombinante en una célula, preferiblemente una célula 
de E. coli. para producir la célula huésped recombinante. En tales formas de realización, las moléculas de ácido 
nucleico recombinante introducidas en la célula incluyen (i) una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb 
para el O4 antígeno polisacárido de E. coli; (ii) una secuencia de nucleótidos que codifica una glucosil transferasa que 55 
tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4, en donde la glucosil transferasa es capaz de 
modificar el O4 antígeno polisacárido de E. coli para producir el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli; (iii) 
una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína portadora; y (iv) una secuencia de nucleótidos que codifica 
una oligosacaril transferasa capaz de unir covalentemente el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli a la 
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proteína portadora para producir el bioconjugado. En formas de realización preferidas, la secuencia de nucleótidos 
que codifica una glucosil transferasa que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4 reemplaza 
el gen gtrS endógeno. La eliminación del gen gtrS endógeno tiene la ventaja de que no interferirá con la generación 
de la estructura del O4 antígeno polisacárido glucosilado. En ciertas formas de realización, la secuencia de nucleótidos 
del grupo de genes rfb para el O4 antígeno polisacárido de E. coli reemplaza el grupo de genes rfb endógeno de la 5 
cepa parental que se utiliza para hacer la célula huésped recombinante. Si la célula todavía no codifica genes gtrA y/o 
gtrB, las secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa (gtrA) y una glicosiltransferasa (gtrB), teniendo al 
menos 80% de identidad con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, se pueden introducir en la célula. Si la célula ya 
codifica genes gtrA y gtrB (tal como, por ejemplo, el caso en E. coli K–12 cepa W3110), no hay necesidad de introducir 
o cambiar estos genes. 10 

En una forma de realización específica, la glucosil transferasa (específica para gtrS para añadir una rama de glucosa 
al O4 antígeno) tiene la SEQ ID NO: 4.  

En una forma de realización específica, la oligosacaril transferasa es PglB de C. jejuni. En tal forma de realización, la 
oligosacaril transferasa comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. En otra de tales formas de 
realización, la oligosacaril transferasa comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6 que comprende la 15 
mutación N311V. En otra de tales formas de realización, la oligosacaril transferasa comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 6 que comprende las mutaciones Y77H y N311V. 

En otra forma de realización específica, la proteína portadora comprende al menos un sitio de glicosilación que 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente la SEQ ID NO: 2. 
En otra forma de realización específica, la proteína portadora es EPA, preferiblemente EPA–4, tal como EPA–4 que 20 
comprende la SEQ ID NO: 3. 

Las cepas de E. coli que se utilizan de forma rutinaria en biología molecular como una herramienta y como un 
organismo modelo pueden, por ejemplo, ser utilizadas como progenitores para células huésped en ciertas formas de 
realización de acuerdo con la invención. Los ejemplos no limitantes incluyen E. coli cepas K12 (por ejemplo, tales 
como W1485, W2637, W3110, MG1655, DH1, DH5α, DH10, etc.), cepas B (por ejemplo, BL–21, REL606, etc.), cepas 25 
C o cepas W. En una forma de realización particular, la cepa huésped se deriva de la cepa parental W3110. Esta cepa 
puede, por ejemplo, ser obtenida de la E. coli Genetic Stock Center at Yale. Para obtener más información sobre E. 
coli, véase, por ejemplo, Ecoliwiki.net. 

Métodos para producir conjugados y bioconjugados  

También se proporcionan métodos de producción de glicoconjugados de los O antígenos polisacáridos de E. coli 30 
descritos en este documento. Los glicoconjugados, incluyendo bioconjugados, se pueden preparar in vitro o in vivo, 

por ejemplo, usando las células huésped recombinantes descritos en este documento para la producción. 

En algunas formas de realización, los glicoconjugados se pueden preparar por síntesis química, es decir, se pueden 
preparar fuera de las células huésped (in vitro). Por ejemplo, un O antígeno polisacárido de E. coli se puede conjugar 
con proteínas portadoras utilizando métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo por medio de la 35 
utilización de grupos reactivos de activación en el polisacárido / oligosacárido así como la proteína portadora. Véase, 
por ejemplo, Pawlowski et al., 2000, Vaccine 18:1873–1885; y Robbins, et al., 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106:7974–
7978). Tales enfoques comprenden la extracción de polisacáridos / oligosacáridos antigénicos a partir de células 
huésped, la purificación de los polisacáridos / oligosacáridos, la activación química de los polisacáridos / 
oligosacáridos, y la conjugación de los polisacáridos / oligosacáridos a una proteína portadora. 40 

En algunas formas de realización, las células huésped descritas en el presente documento pueden usarse para 
producir bioconjugados que comprenden un O antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína 
portadora. Los métodos para producir tales bioconjugados utilizando células huésped son conocidos en la técnica. 
Véase, por ejemplo, WO 2003/074687 y WO 2006/119987. Dichos métodos comprenden cultivar cualquiera de las 
células huésped recombinantes descritas en este documento en condiciones para la producción del bioconjugado. Los 45 
bioconjugados pueden aislarse, separarse y/o purificarse a partir de células huésped recombinantes usando cualquier 
método conocido en la técnica a la vista de la presente divulgación. Por ejemplo, los bioconjugados se pueden purificar 
mediante cualquier método conocido en la técnica para la purificación de una proteína, por ejemplo, mediante 
cromatografía (por ejemplo, cromatografía de intercambio iónico, intercambio aniónico, de afinidad y en columna de 
tamaño), centrifugación, solubilidad diferencial o mediante cualquier otra técnica estándar para la purificación de 50 
proteínas. Véase, por ejemplo, los métodos descritos en el documento WO 2009/104074. Además, los bioconjugados 
pueden fusionarse con secuencias de polipéptidos heterólogos para facilitar la purificación. Las condiciones reales 
utilizadas para purificar un bioconjugado particular dependerán, en parte, de factores tales como la carga neta, la 
hidrofobicidad y/o la hidrofilicidad del bioconjugado, y serán evidentes para los expertos en la materia. La preparación 
de bioconjugados para O1A, O2, O6A y O25B, así como las composiciones de vacunas que comprenden estos, se 55 
han descrito, por ejemplo, en el documento WO 2015/124769 y en el documento WO 2017/035181. 
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También se proporcionan bioconjugados producidos por los métodos descritos en este documento, es decir, usando 
las células huésped recombinantes descritas en este documento. 

En algunas formas de realización, un método para preparar un bioconjugado de un O–antígeno polisacárido de E. coli 
unido covalentemente a una proteína portadora comprende: (i) proporcionar una célula huésped recombinante que 
comprende (a) secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el O–antígeno polisacárido; (b) una secuencia 5 
de nucleótidos que codifica una proteína portadora, preferiblemente EPA, que comprende al menos un sitio de 
glicosilación que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente 
la SEQ ID NO: 2, y más preferiblemente que comprende cuatro sitios de glicosilación, cada uno de los cuales 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2; y (c) una secuencia de nucleótidos 
que codifica una oligosacaril transferasa, por ejemplo PglB oligosacaril transferasa o una variante de la misma. 10 

En ciertas formas de realización, los O–antígenos polisacáridos de E. coli producidos usando las células huésped 
recombinantes descritas en este documento están unidos covalentemente a la proteína portadora en una relación 
particular de polisacárido a proteína en peso (p/p). Esta relación de cantidad de O–antígeno polisacárido en peso 
unido covalentemente a la proteína portadora en peso se conoce como “relación de glicano / proteína” o “relación de 
polisacárido / proteína” o “relación de PS / proteína”. En algunas formas de realización, el O–antígeno polisacárido se 15 
une covalentemente a la proteína portadora en una relación de polisacárido a proteína (p/p) de aproximadamente 1:20 
a 20:1, preferiblemente de 1:10 a 10:1, más preferiblemente de 1:3 a 3:1. En ciertas formas de realización no limitantes 
para los bioconjugados descritos en el presente documento, la relación de glicano / proteína es de aproximadamente 
0.1 a 0.5, tal como 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35, 0.4, 0.45 o 0.5. En tales formas de realización, la relación en peso 
del O–antígeno polisacárido: proteína es de aproximadamente 1:10 a 1:2, tal como 1:10: 1:9: 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 20 
1:3 o 1:2, dependiendo del serotipo del O–antígeno particular. En ciertas formas de realización, la relación de glicano 
/ proteína es de aproximadamente 0.15 a aproximadamente 0.45. En general, se prefiere una mayor relación glicano 
/ proteína de O–antígeno polisacárido a proteína portadora, debido a que una alta cantidad de proteína portadora 
puede llevar a la interferencia inmunológica en algunos casos. También, una mayor relación glicano / proteína ayudaría 
a conseguir suficiente O–antígeno polisacárido dosificado en forma de bioconjugado, mientras se mantiene la cantidad 25 
de proteína portadora relativamente baja, lo que es especialmente beneficioso para las composiciones multivalentes 
donde múltiples serotipos deben ser cubiertos por la composición, por ejemplo, composiciones que comprenden 
bioconjugados de al menos 4 O–antígenos diferentes, al menos 5 O–antígenos diferentes, al menos 6 O–antígenos 
diferentes, al menos 7 O–antígenos diferentes, al menos 8 O–antígenos diferentes, al menos 9 O–antígenos 
diferentes, al menos 10 O–antígenos diferentes, etc. 30 

Una relación glicano / proteína de un conjugado de acuerdo con la invención se puede determinar mediante la 
determinación de la cantidad de proteína y la cantidad de glicano. cantidad de proteína puede determinarse por 
medición de la absorbancia UV a 280 nm (A280). La cantidad de glicano puede determinarse sobre la base de una 
cromatografía iónica con detección amperométrica por pulsos (IC–PAD) de un azúcar en la unidad de repetición (por 
ejemplo, de Man para O8 en la Tabla 1, y de GlcNAc para los otros glicanos en la Tabla 1), después de lo cual la 35 
información estructural de la unidad de repetición se puede utilizar para calcular la cantidad de glicano total (por 
ejemplo, la unidad de repetición de O1A tiene una masa molar de 845 Da y un mol de tal unidad de una repetición 
contiene un mol de GlcNAc, lo que permite el cálculo de la cantidad total de glicanos cuando la cantidad de GlcNAc 
ha sido determinada por IC–PAD). 

En algunas formas de realización, un bioconjugado de un O25B antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente 40 
a una proteína portadora producida usando una célula huésped recombinante de acuerdo con las células y los métodos 
descritos en el presente documento tiene un determinado grado de acetilación en la posición 2 del azúcar L–Rh. El 
grado de O–acetilación del O25B antígeno polisacárido en un bioconjugado es preferiblemente al menos 30%, 
preferiblemente al menos 50%, tal como al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100%. 

Del mismo modo, el grado de O–acetilación de un O16 antígeno polisacárido de E. coli en un bioconjugado es 45 
preferiblemente al menos 30%, preferiblemente al menos 50%, tal como al menos 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 
80%, 85%, 90%, 95% o 100%.  

En formas de realización específicas, un método de preparación de un bioconjugado de un O–antígeno polisacárido 
comprende proporcionar una célula huésped recombinante que comprende la secuencia de ácido nucleico que codifica 
una enzima oligosacaril transferasa particular, especialmente una PglB oligosacaril transferasa o una variante de la 50 
misma, dependiendo del bioconjugado de O–antígeno polisacárido a ser producido. La variante de enzima oligosacaril 
transferasa particular puede afectar el rendimiento del bioconjugado producido por la célula huésped. Típicamente, se 
prefiere un mayor rendimiento, ya que el rendimiento tendrá un impacto en los costes para producir un bioconjugado 
específico, lo que es especialmente importante para composiciones multivalentes que comprenden varios 
bioconjugados diferentes. En algunas formas de realización, el método comprende además aislar el bioconjugado de 55 
la célula huésped recombinante. 

En una forma de realización particular, cuando el O–antígeno es O1A, O6A u O15 antígeno polisacárido, la PglB 
oligosacaril transferasa comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V, en donde las 
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mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 6.  

En otra forma de realización particular, cuando el O–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, la PglB 
oligosacaril transferasa comprende la mutación de aminoácido N311V, o las mutaciones de aminoácidos de Y77H y 
N311V, en donde las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia 5 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En otra forma de realización particular, cuando el O–antígeno es O16 antígeno polisacárido, la PglB oligosacaril 
transferasa comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, S80R, Q287P, K289R y N311V, en donde las 
mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 6. 10 

En otra forma de realización particular, cuando el O–antígeno es O75 antígeno polisacárido, la PglB oligosacaril 
transferasa comprende la mutación de aminoácido de N311V, en donde las mutaciones de aminoácidos son en 
relación con la PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En otra forma de realización particular, cuando el O–antígeno es O8, O18A, O25B u O2 antígeno polisacárido, la PglB 
oligosacaril transferasa comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, en donde SEQ ID NO: 6 no 15 
comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669. En ciertas formas de 
realización de la misma, la PglB oligosacaril transferasa comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

En algunas formas de realización, la proteína portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A 
desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide 
diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, 20 
enterotoxina termolábil de E. coli, variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera 
subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el 
dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa 
californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC), y 
proteína D de Haemophilus influenzae no tipificable. 25 

En ciertas formas de realización, la proteína portadora es exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa 
(EPA). Preferiblemente, la proteína portadora EPA comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4 sitios 
de glicosilación. Preferiblemente, cada sitio de glicosilación comprende una secuencia de consenso de glicosilación 
que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. En una forma de realización específica, una célula huésped 
comprende un ácido nucleico que codifica la proteína portadora EPA–4 que comprende la SEQ ID NO: 3. 30 

En ciertas formas de realización, la célula huésped recombinante es una célula de E. coli, por ejemplo, una E. coli 

cepa K–12, como la cepa W3110.  

También se proporcionan en este documento bioconjugados de O–antígenos polisacáridos producidos usando células 
huésped recombinantes que codifican las enzimas oligosacaril transferasas según los apareamientos de O–antígeno 
/ PglB oligosacaril transferasa indicados anteriormente. También se proporcionan composiciones que comprenden 35 
tales bioconjugados. En ciertas formas de realización, una composición comprende al menos 2, preferiblemente al 
menos 3, más preferiblemente al menos 5, aún más preferiblemente al menos 7 de tales bioconjugados. 

En algunas formas de realización, los bioconjugados de O–antígenos polisacáridos producidos por células huésped 
recombinantes que codifican las enzimas oligosacaril transferasas según los apareamientos de O–antígeno / PglB 
oligosacaril transferasa indicados anteriormente preferiblemente tienen uno o más de los atributos preferidos descritos 40 
en el presente documento, por ejemplo, una relación glicano / proteína y/o una cantidad o relación de proteína 
portadora multiglicosilada.  

FORMAS DE REALIZACIÓN 

La Forma de Realización 1 es un método de preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno polisacárido de E. 
coli unido covalentemente a una proteína portadora, comprendiendo el método: 45 

(i) proporcionar una célula huésped recombinante que comprende: 

a. una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

b. una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación 
que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la 
SEQ ID NO: 2; y 50 

c. una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 
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(ii) cultivar la célula huésped recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado; 

en donde: 

cuando el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácidos 5 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y es 
capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 
polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 
glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 7 y 8, 10 
respectivamente, en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa 
es capaz de glucosilar bactoprenol; 

cuando el Ox–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 15 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 

cuando el Ox–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 20 

cuando el Ox–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 

y cuando el Ox–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V; 

en donde en cada caso las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y 25 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras 
de las Fórmulas (O1A), (O4–Glc+), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O18A) y (O75), respectivamente, tal como se muestra 
en la Tabla 1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo 
de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 2 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O1A antígeno 30 
polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación 
con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 3 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O4 antígeno 
polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311Vo las mutaciones de aminoácidos 
Y77H y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. 35 

La Forma de Realización 4 es el método de la forma de realización 3, en donde la célula huésped recombinante 
comprende además una secuencia que codifica un GtrS que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, y 
secuencias de nucleótidos que codifican un GtrA y un GtrB que tienen las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NOs: 
7 y 8, respectivamente. 

La Forma de Realización 5 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O6A antígeno 40 
polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación 
con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQID NO: 6. 

La Forma de Realización 6 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O8 antígeno 
polisacárido, y el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 
y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 45 

La Forma de Realización 7 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O15 antígeno 
polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y A669V en relación 
con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQID NO: 6. 
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La Forma de Realización 8 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O16 antígeno 
polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, S80R, Q287P, K289R y N311V en 
relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 9 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O18A antígeno 
polisacárido, y el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 5 
y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 10 es el método de la forma de realización 1, en donde el Ox–antígeno es O75 antígeno 
polisacárido, y el PglBy comprende la mutación de aminoácidos de N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que 
tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 11 es un método de preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno polisacárido de E. 10 
coli unido covalentemente a una proteína portadora, comprendiendo el método: 

(i) proporcionar una célula huésped recombinante que comprende: 

(a) una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

(b) una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación 
que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la 15 
SEQ ID NO: 2; y 

(c) una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 

(ii) cultivar la célula huésped recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado, 

en donde el PglBy comprende la mutación de aminoácidos N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, 20 

en donde el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, O4 antígeno polisacárido glucosilado, O6A antígeno 
polisacárido, O15 antígeno polisacárido, O16 antígeno polisacárido o O75 antígeno polisacárido, y cuando el Ox–
antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, la célula huésped recombinante comprende además una secuencia 
que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que es capaz de 
modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 25 
polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 
glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 7 y 8, 
respectivamente, en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa ligada a bactoprenol y la glicosiltransferasa 
es capaz de glucosilar bactoprenol, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O15, O16 y, O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas 30 
(O1A), (O4– Glc+), (O6A), (O15), (O16) y (O75), respectivamente, como se muestra en la Tabla 1, y cada n es 
independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 
7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 12 es el método de cualquiera de las formas de realización 1 a 11, que comprende además 
aislar el bioconjugado a partir de la célula huésped recombinante. 35 

La Forma de Realización 13 es el método de cualquiera de las formas de realización 1 a 12, en donde la proteína 
portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. 
coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada 
de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, variantes 
desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes 40 
desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, 
neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína 
de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no tipificable. 

La Forma de Realización 14 es el método de la forma de realización 13, en donde la proteína portadora es exotoxina 
A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA). 45 

La Forma de Realización 15 es el método de la forma de realización 14, en donde la proteína portadora EPA 
comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4, de los sitios de glicosilación. 

La Forma de Realización 16 es el método de la forma de realización 15, en donde cada sitio de glicosilación comprende 
una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. 
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La Forma de Realización 17 es el método de la forma de realización 16, en donde la proteína portadora EPA 
comprende la SEQ ID NO: 3. 

La Forma de Realización 18 es el método de cualquiera de las formas de realización 1–17, en donde la célula huésped 
recombinante es una célula de E. coli, por ejemplo, una E. coli cepa K–12, tal como la cepa W3110. 

La Forma de Realización 19 es un bioconjugado producido por el método de cualquiera de las formas de realización 5 
1–18. 

La Forma de Realización 20 es una composición que comprende un bioconjugado de la forma de realización 19. 

La Forma de Realización 21 es una composición que comprende al menos 2, preferiblemente al menos 3, más 
preferiblemente al menos 5, aún más preferiblemente al menos 7 bioconjugados de la forma de realización 19. 

La Forma de Realización 22 es una composición de la forma de realización 20 o 21, que comprende un bioconjugado 10 
de O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde el O4 
antígeno polisacárido glucosilado tiene la estructura de Fórmula (O4–Glc+) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es 
un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo 
de 10 a 20. 

La Forma de Realización 23 es una composición de cualquiera de las formas de realización 20 a 22, que comprende 15 
además al menos un bioconjugado de O25B antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína 
portadora, en donde el O25 antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O25B) tal como se muestra en Tabla 
1, y n es un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por 
ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 24 es una composición de cualquiera de las formas de realización 20 a 23, que comprende 20 
además al menos un bioconjugado de O2 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína 
portadora, en donde el O2 antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O2) tal como se muestra en Tabla 1, 
y n es un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por 
ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 25 es una composición de cualquiera de las formas de realización 20 a 24, que comprende: 25 
(i) un bioconjugado de O1A antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (ii) un 
bioconjugado de O2 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (iii) un 
bioconjugado de O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (iv) 
un bioconjugado de O6A antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (v) un 
bioconjugado de O8 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (vi) un 30 
bioconjugado de O15 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (vii) un 
bioconjugado de O16 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, (viii) un 
bioconjugado de O25B antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, y (ix) un 
bioconjugado de O75 antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde los 
O1A, O2, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O25B y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas 35 
(O1A), (O2), (O4–Glc+), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O25B) y (O75), respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 
1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, 
por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 26 es una composición de la forma de realización 25, que comprende además: (x) un 
bioconjugado de O18A antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, en donde el 40 
O18A antígeno polisacárido tiene la estructura de Fórmula (O18A) tal como se muestra en la Tabla 1, y n es un número 
entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 27 es una composición de cualquiera de las formas de realización 20 a 26, en donde la 
composición es una composición inmunogénica. 

La Forma de Realización 28 es un método de vacunación de un sujeto contra E. coli, en particular E. coli patogénica 45 
extraintestinal (ExPEC), que comprende administrar al sujeto el bioconjugado de la forma de realización 19, o la 
composición o la composición inmunogénica de cualquiera de las formas de realización 20 a 27.  

La Forma de Realización 29 es el bioconjugado de la forma de realización 19, o la composición o la composición 
inmunogénica de cualquiera de las formas de realización 20 a 27 para usar en la vacunación contra E. coli patogénica 
extraintestinal (ExPEC). 50 

La Forma de Realización 30 es una célula huésped recombinante para la preparación de un bioconjugado de un Ox 
antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, donde la célula huésped recombinante 

comprende: 
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(a) una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

(b) una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación 
que comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 1, preferiblemente que tiene la 
SEQ ID NO: 2; y 

(c) una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; 5 

en donde: 

cuando el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácido 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 10 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tienen al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que 
es capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 
antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 
glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, 
en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de 15 
glucosilar bactoprenol; 

cuando el Ox–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 20 

cuando el Ox–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el Ox–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 

cuando el Ox–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 25 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; y 

cuando el Ox–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V; 

en donde, en cada caso, las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras 30 
de Fórmulas (O1A), (O4–Glc+), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O18A) y (O75), respectivamente, tal como se muestra en 
la Tabla 1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 
5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 31 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O1A antígeno polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y 35 
A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 32 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O4 antígeno polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311V o las mutaciones 
de aminoácido Y77H y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 6. 40 

La Forma de Realización 33 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 32, en donde la célula 
huésped recombinante comprende además una secuencia que codifica un GtrS que tiene la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 4, y secuencias de nucleótidos que codifican un GtrA y un GtrB que tiene las secuencias de 
aminoácidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente. 

La Forma de Realización 34 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 45 
es O6A antígeno polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y 
A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6.  
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La Forma de Realización 35 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O8 antígeno polisacárido, y el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 
311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 36 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O15 antígeno polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, K482R, D483H y 5 
A669V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 37 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O16 antígeno polisacárido, y el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de Y77H, S80R, Q287P, K289R 
y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 38 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 10 
es O18A antígeno polisacárido, y el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 
289, 311, 482, 483 y 669 en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 6. 

La Forma de Realización 39 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 30, en donde el Ox–antígeno 
es O75 antígeno polisacárido, y el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V en relación con el PglB de 15 
tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

La Forma de Realización 40 es la célula huésped recombinante de cualquiera de las formas de realización 30 a 39, 
en donde la proteína portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa 
(EPA), flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, 
hemolisina A desintoxicada de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de 20 
E. coli, variantes desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del 
cólera, variantes desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat 
de E. coli, neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, 
proteína de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no 
tipificable. 25 

La Forma de Realización 41 es la célula huésped recombinante de cualquiera de las formas de realización 30–40, en 
donde la proteína portadora es exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA). 

La Forma de Realización 42 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 41, en donde la proteína 
portadora EPA comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4, de los sitios de glicosilación. 

La Forma de Realización 43 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 42, en donde cada sitio de 30 
glicosilación comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2. 

La Forma de Realización 44 es la célula huésped recombinante de la forma de realización 43, en donde la proteína 
portadora EPA comprende la SEQ ID NO: 3. 

La Forma de Realización 45 es la célula huésped recombinante de cualquiera de las formas de realización 30 a 44, 
en donde la célula huésped recombinante es una célula de E. coli, por ejemplo, una E. coli cepa K–12, tal como la 35 

cepa W3110. 

La Forma de Realización 46 es un bioconjugado de acuerdo con la forma de realización 19, en donde el bioconjugado 
es un bioconjugado de O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora. 

La Forma de Realización 47 es un bioconjugado de acuerdo con la forma de realización 46, en donde la proteína 
portadora es una proteína portadora EPA que comprende la SEQ ID NO: 3. 40 

La Forma de Realización 48 es un bioconjugado de acuerdo con la forma de realización 46 o 47, en donde el O4 
antígeno polisacárido glucosilado tiene las estructuras de Fórmula (O4–Glc+) tal como se muestra en la Tabla 1, y n 
es un número entero de 5 a 40. 

La Forma de Realización 49 es una composición que comprende un bioconjugado de acuerdo con cualquiera de las 
formas de realización 46–48. 45 

La Forma de Realización 50 es una composición de acuerdo con la forma de realización 49, que comprende además 
uno o más conjugados que comprenden, cada uno, un antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a una 
proteína portadora. 

La Forma de Realización 51 es una composición de acuerdo con la forma de realización 50, en donde el uno o más 
conjugados comprenden antígeno polisacárido de E. coli de uno o más de los siguientes serotipos de E. coli: O1A, 50 
O2, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75, en donde los O1A, O2, O6A, O8, O15, O16, O25B y O75 antígenos 
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polisacáridos tienen las estructuras de Fórmulas (O1A), (O2), (O6A), (O8), (O15), (O16), (O18A), (O25B) y (O75), 
respectivamente, tal como se muestra en la Tabla 1, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, 
preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo de 5 a 40, por ejemplo de 7 a 25, por ejemplo de 10 a 20. 

La Forma de Realización 52 es una composición de acuerdo con la forma de realización 51, que comprende 
conjugados de serotipos de E. coli: O1A, O2, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75. 5 

La Forma de Realización 53 es una composición de acuerdo con la forma de realización 52, en donde cada uno de 
los conjugados es un bioconjugado. 

EJEMPLOS 

Los siguientes ejemplos de la invención son para ilustrar adicionalmente la naturaleza de la invención. Se debe 
entender que los siguientes ejemplos no limitan la invención, y el alcance de la invención estará determinado por las 10 
reivindicaciones adjuntas. 

Ejemplo 1: Datos epidemiológicos de las infecciones por E. coli 

Para determinar la distribución de O–serotipo de la E. coli causante de bacteriemia, se realizaron estudios mundiales 
de vigilancia. Entre 2011 y 2017, se recolectaron más de 3200 aislados de E. coli del torrente sanguíneo de pacientes 
≥ 60 años de edad hospitalizados en países de América del Norte, Europa, la región de Asia–Pacífico, y América del 15 
Sur. Cada cepa se analizó para determinar el serotipo del O antígeno mediante técnicas de aglutinación clásicas y O–
genotipificación basada en secuencia. Véase la Tabla 2. 

Se analizaron muestras de sangre humana aislada para determinar la identidad de los agentes patógenos en la misma 
y sus patrones de resistencia a antibióticos. Se obtuvieron aislados de E. coli de las muestras luego del análisis. La 
identidad de E. coli se verificó por MALDI–TOF MS. Se realizó un análisis adicional de los aislados de E. coli usando 20 
un ensayo de aglutinación basado en antisueros para determinar su serotipo de O–antígeno (DebRoy et al. (2011) 
Animal health research reviews / Conference of Research Workers in Animal Diseases 12, 169–185). Los aislados no 
tipificables por el método de aglutinación se analizaron adicionalmente por secuenciación de genoma completo, 
seguido de O–genotipificación basada en secuencias de genes wzy y wzx específicas de O–serotipo. 

Tabla 2: Distribución de los O–serotipos de E. coli asociados con bacteriemia más comunes a partir de una 25 

colección de 3217 aislados de sangre recogidos a nivel mundial entre 2011 y 2017, en base a O–serotipificación por 
aglutinación más O–genotipificación de los aislados no tipificables por aglutinación. Los sujetos fueron hospitalizados 
en los siguientes países: EE.UU., Canadá, Argentina, Brasil, Reino Unido, Alemania, España, Italia, Países Bajos, 
Francia, Japón, Tailandia, Corea del Sur y Australia. 

O–serotipo Prevalencia n (%) 

O25 737 (22.9%) 

O2 268 (8.3%) 

O6 261 (8.1%) 

O1 255 (7.9%) 

O75 145 (4.5%) 

O15 110 (3.4%) 

O8 104 (3.2%) 

O16 103 (3.2%) 

O4 96 (3.0%) 

O18 91 (2.8%) 

 30 

La estratificación de la ubicación geográfica en el conjunto global de E. coli asociada con bacteriemia mostró una 
prevalencia de los principales 10 O–serotipos independientemente de la ubicación, lo que sugiere que estos son los 
O–serotipos predominantes globalmente asociados con E. coli causante de bacteriemia. 

En el conjunto global de aislados de E. coli resistente a múltiples fármacos y asociada a bacteriemia (n=345), es decir, 
aquellas cepas que son resistentes a al menos tres clases de fármacos antimicrobianos clínicamente relevantes, la 35 
prevalencia de los 10 O–serotipos principales es del 75.4%. 

A partir de toda la información del análisis de epidemiología en conjunto, los 10 O–serotipos predominantes podrían 
cubrir un estimado del 60–80% de las infecciones de bacteriemia asociadas a E. coli, suponiendo la cobertura de 
subporciones de las cepas no tipificables.  

Una vacuna multivalente que cubriera una proporción significativa de los serotipos de E. coli causante de bacteriemia 40 
sería muy útil. Los O–serotipos de la Tabla 2 serían así buenos candidatos para una vacuna multivalente basada en 
O–antígeno. Dicha vacuna podría prepararse beneficiosamente utilizando la tecnología de bioconjugación. 
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Uno de los serotipos de los 10 principales (Tabla 2) es O4. Por consiguiente, sería beneficioso preparar una vacuna 
de bioconjugado que incluya O–antígeno polisacárido de E. coli serotipo O4 acoplado a una proteína portadora. 

Ejemplo 2: Caracterización de aislados clínicos de O4 contemporáneos para genes que codifican enzimas 
modificadoras de O–antígenos 

Dos variantes de O4 antígeno polisacárido de E. coli han sido descritas (véase, por ejemplo, Jann B, et al., 1993, 5 
Carbohydr. Res. 248: 241–250), uno que tiene una estructura no ramificada (estructura mostrada como (O4–Glc–) en 
la Tabla 1) y otra variante sustituida con una rama lateral de glucosa adicional (estructura mostrada como (O4–Glc+) 
en la Tabla 1). La proporción en que estas dos variantes se encuentran en aislados clínicos contemporáneos no se 
conocía. Aunque ambas variantes reaccionan con O4 antisueros, tampoco se sabía si existen diferencias 
inmunológicas entre estas variantes. Por otra parte, hasta ese momento no se había identificado una enzima 10 
responsable de unir la rama lateral de glucosa para generar el (O4–Glc+) antígeno polisacárido, y es probable que 
una secuencia de codificación putativa de la misma resida fuera del grupo de genes rfb O4. 

Un conjunto de 32 aislados clínicos O4 de E. coli confirmado por aglutinación originalmente aislados durante el período 
de 2011 a 2012 de sujetos de los Estados Unidos y la Unión Europea se sometieron a análisis de secuencia de genoma 
completo. Las secuencias del grupo de genes rfb extraídas de los 32 aislados O4 secuenciados fueron alineadas con 15 

las de la cepa de referencia y se compararon a nivel de los nucleótidos. A excepción de algunos polimorfismos de 
nucleótido único que ocurren naturalmente, los aislados caracterizados mostraron todos un grupo rfb que era idéntico 
a la cepa de referencia O4, lo que indica que las cepas O4 de E. coli, independientemente de su estado de ramificación 
Glc, tienen un grupo de genes rfb idénticos. Por lo tanto, para generar el O4–Glc+ antígeno polisacárido de E. coli, 

probablemente se necesite un gen con secuencia desconocida que codifica una enzima de ramificación específica de 20 
O4 de E. coli y que debe residir en algún lugar fuera del grupo de genes rfb de O4 E. coli. La secuencia de este gen 
desconocido debe identificarse y emplearse si uno quiere producir bioconjugados con los O4–Glc+ antígenos 
polisacáridos de E. coli en una cepa que de otro modo solo produciría bioconjugados con O4–Glc– antígenos 
polisacáridos de E. coli. 

Los datos de la secuencia de genoma completo se analizaron a continuación en cuanto a la presencia de genes fuera 25 
del grupo de genes rfb que pueden codificar enzimas modificadoras de O–antígenos. Los homólogos de gtrAB en 
Shigella flexneri se identificaron por primera vez en E. coli O4. Un marco de lectura abierto aguas abajo de gtrAB en 
E. coli fue luego identificado putativamente como el gen gtrS O4–específico de E. coli, que podría codificar la enzima 
ramificadora GtrS específica de O4 de E. coli responsable de la adición de una rama de glucosa al O4 antígeno de E. 
coli. 30 

La secuencia de aminoácidos de la enzima GtrS específica de O4 se proporciona como SEQ ID NO: 4. Un ejemplo de 
secuencia de ácido nucleico que codifica esta proteína se proporciona como SEQ ID NO: 5.  

De los aislados de O4 de E. coli caracterizados, se descubrió que aproximadamente el 80% lleva el gen gtrS 
identificado aquí (26 de 32). La prevalencia de la secuencia gtrS O4–específica de E. coli también fue determinada 
por PCR usando cebadores específicos de secuencia en un conjunto independiente de 20 aislados clínicos de O4 de 35 
E. coli confirmados por aglutinación aislados durante el período de 2014 a 2016 de sujetos de los Estados Unidos y la 
Unión Europea. Este análisis demostró que 17 de 20 aislados llevaban la secuencia gtrS de O4, lo que corresponde a 
una prevalencia del 85%. 

Ejemplo 3: Clonación de O4 gtrS en E. coli W3110, producción y confirmación estructural de O4 bioconjugados 
Glc–modificados 40 

Para evaluar si los bioconjugados que comprenden O4–antígeno polisacárido modificado con una glucosa de 
ramificación se podrían preparar, se construyeron cepas de producción de bioconjugado de E. coli O4–antígeno EPA 
con la enzima de ramificación putativa. Para ello, el gen endógeno O16–gtrS se sustituyó por el gen putativo O4–gtrS 
(SEQ ID NO: 5, véase el Ejemplo 2) y el grupo O16 rfb fue sustituido con el grupo O4 rfb en E. coli cepa W3110 
ΔwzzE–wecG ∆waaL ΔwbbI–J–K por recombinación homóloga. Alternativamente, en algunas cepas, el grupo O4 rfb 45 
se codificó en un plásmido. 

Posteriormente, los plásmidos que codifican una proteína portadora de exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas 
aeruginosa (EPA) (una variante que tiene ya sea 2 o 4 sitios de glicosilación de consenso, denominada ‘EPA–2’ y 

‘EPA–4’, respectivamente), y oligosacaril transferasa PglB se introdujeron en las cepas. Los bioconjugados O4–EPA 
modificados con Glc fueron producidos cultivando las cepas de producción de E. coli en cultivos de biorreactor, y la 50 
inducción de la expresión de PglB y EPA por IPTG y arabinosa, respectivamente. Los bioconjugados O4–EPA se 
extrajeron a partir del extracto periplásmico de biomasa. 

Para confirmar la composición de polisacárido detallada y la unión de los bioconjugados O4–EPA, se realizaron 
múltiples experimentos de RMN en los bioconjugados que tienen proteína portadora EPA–4 (datos no mostrados). Las 
asignaciones obtenidas estuvieron de acuerdo con la literatura publicada (Jansson, P.E., et al., 1984, Carbohydr. Res. 55 
134(2): 283–291; Jann B, et al., 1993, Carbohydr. Res. 248: 241–250). El espectro 1D registrado a 313K mostró una 
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gran señal de HOD y pequeñas señales nítidas a partir del O4 pentasacárido RU con cinco señales anoméricas, dos 
NAc y dos H6 (Rha y FucNAc). 

Las asignaciones de protones 1D se confirmaron mediante el uso de experimentos 2D de RMN de correlación protón–
protón y protón–carbono. En primer lugar, los experimentos 2D TOCSY (120 ms) demostraron los picos cruzados 
esperados de H1 y H6 (para Rha y FucNAc) para el O4 pentasacárido RU y pequeños picos de la terminal de RU y 5 
EPA. En la región de metilo, TOCSY mostró picos cruzados de H6 a H1 para –RHA y de H6 a H5 para –FucNAc 
para el O4 RU. Otros picos observados fueron de EPA aminoácidos y Rha terminal (tRha). En segundo lugar, un 
espectro de RMN de carbono contenía picos individuales bien dispersos y de diagnóstico para el O4 RU. Los carbonos 
fueron perfilados indirectamente a través de los protones unidos mediante el uso del experimento de HSQC. El 
experimento de HSQC–DEPT dio picos invertida para los grupos CH2. El HSQC dio picos cruzados para los grupos 10 
O4 pentasacárido RU [5 anomérico, anillo, dos N–acetilo y dos metilo (Rha y FucNAc)], así como EPA aminoácidos 
en regiones características. Cada uno de los pares de protón / carbono para el O4 pudo ser asignado en base a las 
asignaciones de protones y la literatura. 

Así, los experimentos de caracterización estructural confirmaron que los bioconjugados de O4 con ramificación de Glc 
(que comprenden estructuras de antígeno polisacárido como se indica por la Fórmula (O4–Glc+) en la Tabla 1) podría 15 
ser producidos usando el gen putativo de E. coli O4–gtrS identificado en el Ejemplo 2. 

Ejemplo 4: Inmunogenicidad de un bioconjugado de O4 Glc–ramificado en conejos 

Se usaron bioconjugados de O4 Glc–modificados (es decir, que tienen glicanos con la estructura de Fórmula (O4–
Glc+) tal como se muestra en la Tabla 1) para la inmunización de conejos mediante la aplicación de un protocolo 
rápido en conejos (Eurogentec). Los sueros de los conejos inmunizados se analizaron por ELISA en cuanto a los 20 
títulos de IgG anti–O4 contra O4 lipopolisacárido purificado (LPS) con (Glc+; es decir, que contiene O4 polisacárido 
glucosilado) o sin ramificación de Glc (Glc–; es decir, que contiene O4 polisacárido no glucosilado). La inmunización 
con el bioconjugado dio por resultado títulos elevados de IgG en ambos conejos (FIG. 1). En ambos casos, los títulos 
de anticuerpos inducidos por el bioconjugado de O4 eran más altos contra Glc+ LPS en comparación con Glc– LPS. 

Los sueros también se combinaron y se utilizaron en estudios ELISA de células enteras con equipos de prueba de 25 
aislados de O4 de E. coli con estado gtrS caracterizado. Se evaluaron cinco aislados de O4 de E. coli gtrS–negativos 
(sin ramificación de Glc) y seis gtrS–positivos (con ramificación de Glc) y una cepa de control negativa. Los sueros 

combinados de conejos inmunizados con un bioconjugado de O4 modificado por Glc contenían altos títulos de IgG 
que reconoce específicamente los aislados de O4 evaluados (FIG. 2). En concordancia con el LPS ELISA, todos los 
aislados de O4 evaluados fueron reconocidos por los sueros inmunes. Los aislados gtrS–positivos mostraron una 30 
unión general más alta que los aislados gtrS–negativos (FIG. 2). En particular, los siguientes aislados fueron gtrS–
positivos: Y1382, E551, OC24334, stGVXN4983, stGVXN4994 y OC24794, y los siguientes aislados fueron gtrS–
negativos: A2625, stGVXN4988, OC24784, OC24787 y OC24788. 

Los perfiles de LPS extraídos del conjunto de prueba de aislados gtrS–positivos y negativos en geles de poliacrilamida 
teñidos con plata no revelaron diferencias marcadas entre los aislados que expresan formas modificadas y no 35 
modificadas del antígeno O4, lo que confirma que las diferencias observadas no se explican por diferencias 
cuantitativas en los niveles de expresión de LPS (datos no mostrados). 

Se realizaron transferencias Western de LPS extraído por medio de sueros inmunes combinados para evaluar el 
reconocimiento de O4 O–antígeno por las IgG provocadas en respuesta a la inmunización con un bioconjugado de O4 
modificado con Glc. Se observó la unión de O4 LPS modificados y no modificados por las IgG de conejos inmunizados 40 
con O4 modificado e incluyó el reconocimiento específico de bandas de LPS que abarcan una amplia gama de 
tamaños, incluyendo bandas de LPS de alto peso molecular (FIG. 3). 

En los otros experimentos a continuación, cuando se hace referencia a un bioconjugado de ‘O4’ o a cepas de 
producción o ‘EcoO4’, significa el bioconjugado o la cepa de producción de O4 ramificado con Glc (que tiene una 
estructura de glicano (O4–Glc+) en la Tabla 1), a menos que se indique específicamente lo contrario (los términos ‘O4’ 45 
y ‘O4–Glc+’ por lo tanto se utilizan indistintamente para bioconjugados o cepas de producción en estos experimentos). 

Ejemplo 5: Inmunogenicidad de un bioconjugado de O4 Glc–ramificado en ratas 

Las ratas Sprague Dawley fueron inmunizadas por vía intramuscular 3 veces con tampón de formulación o (O4–Glc+)–
EPA bioconjugado (es decir, bioconjugado de O4 antígeno polisacárido glucosilado unido covalentemente a una 
proteína portadora EPA; la proteína portadora era EPA–2, como se describe en el Ejemplo 3 anterior) en 3 dosis 50 
diferentes (0.04 µg, 0.40 µg o 4.0 µg). Los niveles de anticuerpos en suero se midieron por ELISA el día 0, 14 y 42 
después de la inmunización. 

La inmunización con 0.04 µg, 0.40 µg y 4.00 µg de (O4–Glc+)– EPA bioconjugado indujo un aumento significativo en 
los niveles de anticuerpos IgG el día 42 después de la inmunización cuando se compara con el tampón de formulación 
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(FIG. 4A). Los anticuerpos inducidos por (O4–Glc+)–conjugado fueron funcionales, es decir, capaces de mediar la 
destrucción de la cepa (O4–Glc+) de E. coli (FIG. 4B). 

Los niveles de anticuerpos inducidos por 0.04 µg, 0.40 µg y 4.0 µg de (O4–Glc+)–EPA bioconjugado aumentaron 
significativamente el día 42 en comparación con los detectados en condición basal (día 42 versus día 0, P = 0.006 
para todas las dosis) y el día 14 después de la inmunización (día 42 versus día 14, P = 0.006 para todas las dosis) 5 
(FIG. 5). En el grupo que recibió 4.0 µg de bioconjugado, los títulos también se incrementaron significativamente el día 
14 en comparación con el día 0, lo que indica que una sola dosis de 4.0 µg de (O4–Glc+)–EPA bioconjugado induce 
un aumento significativo en los títulos de IgG (día 14 versus día 0, P = 0.012). El aumento significativo de los títulos 
de IgG observado entre el día 14 y el día 42, para las tres concentraciones de bioconjugado ensayadas, mostró que 
una tercera dosis de (O4–Glc+)– EPA bioconjugado es capaz de reforzar las respuestas de anticuerpos (FIG. 5). 10 

La funcionalidad de los anticuerpos inducidos por O4–Glc+–EPA conjugado en las ratas inmunizadas por vía 
intramuscular 3 veces con tampón de formulación o el bioconjugado a 4.00 µg/dosis se determinó por el ensayo de 
destrucción opsonofagocítica (OPKA) usando cepas de E. coli O4(Glu+) y O4(Glu–). Los anticuerpos inducidos por el 
bioconjugado (O4–Glc+)–EPA fueron funcionales, es decir, capaces de mediar la destrucción de una cepa de E. coli 
(O4–Glc+) (FIG. 4B, FIG. 6). En particular, los anticuerpos inducidos por el bioconjugado (O4–Glc+)–EPA fueron 15 
capaces de mediar la destrucción de ambos (O4–Glc+) y (O4–Glc–), es decir, que tienen glicanos con la estructura de 
Fórmula (O4–Glc– en la Tabla 1, es decir, cepas de E. coli O4 polisacárido sin ramificación de Glc) (FIG. 6). 

En conclusión, los anticuerpos inducidos por el bioconjugado O4–Glc+–EPA son de reacción cruzada y capaces de 
mediar la destrucción de cepas de E. coli O4 con y sin ramificación de glucosa. 

Ejemplo 6: Cepas de producción para bioconjugados de O–antígeno de E. coli y productos de bioconjugados 20 
resultantes 

Además de los bioconjugados (O4–Glc+)–EPA preparados como se describe anteriormente, se produjeron nueve (9) 
bioconjugados más. En particular, los bioconjugados producidos adicionalmente incluyeron bioconjugado O1A–EPA 
de E. coli, bioconjugado O2–EPA, bioconjugado O6A–EPA, bioconjugado O8–EPA, bioconjugado O15–EPA, 
bioconjugado O16–EPA, bioconjugado O18A–EPA, bioconjugado O25B–EPA y bioconjugado O75–EPA. Las 25 
estructuras químicas de los glicanos de estos conjugados se pueden ver en las fórmulas respectivas de la Tabla 1. 
Una composición que comprende los 10 bioconjugados se denomina aquí como ‘ExPEC10V’. Una composición que 
comprende los bioconjugados O1A–EPA, O2–EPA, O6A–EPA y O25B–EPA se denomina ‘ExPEC4V’ (y se ha descrito 
previamente en, por ejemplo, WO 2015/124769 y WO 2017/035181). 

Cepa parental de Escherichia coli W3110  30 

La cepa W3110 de E. coli K12 no patogénica se usó como cepa parental para la construcción de las 10 cepas de 
producción. La cepa W3110 de E. coli K12 se obtuvo a partir del Coli Genetic Stock Center (Universidad de Yale, New 
Haven (CT), EE. UU., número de producto CGSC#4474). Su genotipo relevante fue descrito previamente (E. coli 
W3110, F–, lambda–, IN(rrnD–rrnE)1, rph–1) y su secuencia genómica se publicó anteriormente (Hayashi K, et al., 
2006, Mol. Syst. Biol. 2006.0007 (doi:10.1038/msb4100049). La cepa de E. coli W3110 fue modificada genéticamente 35 
para permitir la producción de cada uno de los bioconjugados de O–antígeno de E. coli (Tabla 3). 

Cepas de producción de bioconjugados 

Las composiciones de “ExPEC4V” y “ExPEC10V” ambas comprenden los bioconjugados O2–EPA y O25B–EPA a 
partir de las mismas cepas de producción. La composición de “ExPEC4V” comprende el bioconjugado O1A–EPA a 
partir de las cepas de producción stGVXN4411 o stLMTB10217, mientras que la composición de “ExPEC10V” 40 
comprende el bioconjugado O1A–EPA a partir de la cepa de producción stLMTB10217. La composición de “ExPEC4V” 
comprende el bioconjugado O6A–EPA a partir de la cepa de producción stGVXN4112, mientras que la composición 
de “ExPEC10V” comprende el bioconjugado O6A–EPA a partir de la cepa de producción stLMTB10923. Además, la 
composición de “ExPEC10V” comprende los bioconjugados O4–EPA (es decir, (O4–Glc+)– EPA), O8–EPA, O15–
EPA, O16–EPA, O18A–EPA y O75–EPA a partir de cepas de producción que no son usadas para “ExPEC4V”. 45 
Diferentes cepas de producción podrían variar en los plásmidos para la expresión de la proteína portadora EPA y/o la 
oligosacaril transferasa PglB, como se indica a continuación. Una visión general de varias cepas de producción se da 
en la Tabla 3 a continuación. 

Tabla 3: Descripción general de la ingeniería genética de las cepas de producción de E. coli para 
bioconjugados de O–antígeno para composiciones de vacunas ExPEC4V y ExPEC10V 50 

Serotipo 
Nombre de 

la cepa 

Mutaciones genómicas Plásmidos 

Grupo de genes rfb waaL gtrABS pglB epa 

O1A 
(ExPEC4V) 

stGVXN441
1 

rfb::O1A rfb upecGVXN_032 waaL – 
pGVXN97

0 
pGVXN1076 
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O1A 
(ExPEC4V; 
ExPEC10V) 

stLMTB102
17 

rfb::O1A rfb upecGVXN_032 waaL – 
pGVXN12

21 
pGVXN1076 

O2 
stGVXN490

6 
rfb::O2 rfb upecGVXN_116 waaL – 

pGVXN97
1 

pGVXN1076 

O4 
BVEC–L–

00684 
rfb::O4 rfb CCUG11450 waaL 

ΔgtrS::gtr
S O4 

pGVXN12
17 

pGVXN1076 

O6A 
(ExPEC4V) 

stGVXN411
2 

rfb::O6A rfb CCUG11309 waaL – 
pGVXN11

4 
pGVXN659 

O6A 
(ExPEC10V) 

stLMTB109
23 

rfb::O6A rfb CCUG11309 waaL – 
pGVXN12

21 
pGVXN1076 

O8 
stLMTB117

34 
rfb::O8 rfb E2420 waaL gtrABS 

pGVXN97
0 

pGVXN1076 

O15 
stLMTB117

38 
rfb::O15 rfb OC24891 waaL gtrABS 

pGVXN12
21 

pGVXN1076 

O16 
stLMTB117

39 
rfb::O16 rfb OC24208 waaL gtrABS 

pGVXN23
81 

pGVXN1076 

O18A 
BVEC–L–

00559 
rfb::O18A rfb OC24255 waaL gtrABS 

pGVXN97
0 

pGVXN1076 

O25B 
stGVXN445

9 
rfb::O25B rfb upecGVXN_138 waaL gtrABS 

pGVXN97
0 

pGVXN1076 

O75 
stLMTB117

37 
rfb::O75 rfb CCUG31 waaL gtrABS 

pGVXN12
17 

pGVXN1076 

 

Grupo de genes (rfb) de biosíntesis de O–antígeno 

En todas las cepas de producción de O–antígeno de E. coli, el grupo de genes (rfb) de biosíntesis de antígeno O16::IS5 
genómico W3110 de E. coli de origen natural fue sustituido por los grupos de biosíntesis específicos de O–antígeno 
seleccionados a partir de cepas de E. coli del serotipo seleccionado, que codifica las estructuras de O–antígeno de 5 
serotipo específico (véase la Tabla 1 para estas estructuras de O–antígeno). Se seleccionaron los diez grupos rfb 
donantes o se confirmaron después del análisis de genoma completo de aislados de sangre de E. coli. El reemplazo 
del grupo de genes rfb O16::IS5 de W3110, que es defectuoso en la biosíntesis de O–antígeno, se ha logrado en un 
único evento de recombinación homóloga. En el caso de los grupos de genes rfb O16 y O18A, el ADN donante se 
recombinó a través de los gens flanqueantes gnd y rmlCA, mientras que el grupo de genes rfb para las otras cepas se 10 
recombinó a través de los genes flanqueantes gnd y galF. Las secuencias de los grupos rfb en las cepas de producción 
se proporcionan en SEQ ID NOs: 9 y 11–19. 

Gen de O–antígeno ligasa (waaL) 

Todas las cepas de producción de O–antígeno de E. coli llevan una deleción introducida artificialmente de la ligasa de 

O–antígeno genómico de E. coli W3110 codificada por el gen waaL. En las cepas waaL, la transferencia del O–15 
antígeno al lípido A se interrumpe, lo que en cambio dirige la transferencia del O–antígeno a la proteína portadora para 
aumentar el rendimiento del producto. 

Genes de glucosilación de O–antígeno (gtrABS) 

En las cepas de producción de E. coli O8, O15, O16, O18A, O25B y O75, los genes gtrABS genómicos de E. coli 
W3110, que son responsables de la glucosilación de O16 O–antígeno, se han eliminado. Mientras que los genes gtrA 20 
y gtrB en diferentes serotipos son altamente homólogos e intercambiables, el gen gtrS codifica una glicosil transferasa 
de O–antígeno serotipo–específica. En E. coli W3110 GtrS puede transferir un residuo de glucosa (Glc) al azúcar 
GlcNAc en el motivo α–L–Rha–(1→3)–D–GlcNAc del O16 O–antígeno de E. coli. En las cepas de producción de E. 
coli O1A, O2 y O6A, no se ha producido supresión ni sustitución del gen gtrABS. Estos O–antígenos carecen del 
motivo α–L–Rha–(1→3)–D–GlcNAc que es el sustrato natural para E. coli O16 gtrS. En la cepa de producción de E. 25 
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coli O4, el gen gtrS W3110 ha sido reemplazado por el gen gtrS O4 de E. coli para acomodar la glucosilación apropiada 
del O4 O–antígeno de E. coli. 

Oligosacaril transferasa PglB 

Todas las cepas de producción de O–antígeno de E. coli expresaron una variante de la glicosil transferasa PglB de C. 
jejuni, que puede transferir el O–antígeno sobre una secuencia de consenso de aminoácidos en una proteína portadora 5 
mediante N–glicosilación. PglB tiene un amplio reconocimiento de sustrato, pero debido a los bajos rendimientos del 

producto se prepararon varias cepas de producción que expresan una variante de PglB que tiene especificidades de 
sustrato modificadas, lo que dio por resultado un mejor rendimiento del producto (véase, por ejemplo, WO 
2016/107818, WO 2016/107819). El gen pglB se colocó detrás de un promotor inducible de β–D–1–
tiogalactopiranósido de isopropilo (IPTG) en un plásmido. La Tabla 4 a continuación enumera las variantes de PglB 10 
codificadas por los plásmidos usados para la producción de las cepas de producción de O–antígeno de E. coli para 
los bioconjugados para las composiciones de ExPEC4V y ExPEC10V descritas anteriormente. Otros plásmidos con 
variación en la cadena principal del vector, marcador de resistencia a antibióticos y/o variantes alternativas de PglB 
también se han probado con éxito para la producción de bioconjugados. 

Tabla 4: Plásmidos PglB y EPA utilizados en cepas de producción de O–antígeno de E. coli 15 

Nombre del 
plásmido 

Gen Descripción1 

pGVXN114 pglB Uso de codón de C. jejuni; SpR 

pGVXN970 pglB Uso de codón optimizado de E. coli; SpR 

pGVXN971 pglBN534Q Uso de codón optimizado de E. coli; el sitio de 

glicosilación natural de PglB fue inactivado; SpR 

pGVXN1217 pglBN311V Uso de codón optimizado de E. coli; sustrato 
optimizado PglB; SpR 

pGVXN1221 pglBN311V,K482R,D483H,A669V Uso de codón optimizado de E. coli; sustrato 
optimizado PglB; SpR 

pGVXN2381 pglBY77H,S80R,Q287P,K289R,N311V Uso de codón optimizado de E. coli; sustrato 

optimizado PglB; SpR 

pGVXN659 EPA–4 EPA con cuatro sitios de bioconjugación; AmpR 

pGVXN1076 EPA–4 EPA con cuatro sitios de bioconjugación; KanR 

1SpR, resistente a espectinomicina; AmpR, resistente a ampicilina; KanR, resistente a kanamicina. 

 

Proteína portadora (EPA) 

Todas las cepas de producción de O–antígeno de E. coli expresaron un toxoide de ADP–ribosiltransferasa (EPA) de 
P. aeruginosa genéticamente desintoxicado como proteína portadora para el O–antígeno. El toxoide EPA difiere de la 
toxina EPA de tipo salvaje en dos residuos: Leu552 se cambió a Val y Glu553 (en el dominio catalítico) se eliminó. Se 20 
informó que las deleciones de Glu553 redujeron significativamente la toxicidad. Además de la mutación 
desintoxicación, se introdujeron cuatro motivos de sitio de N–glicosilación de consenso (EPA–4). El gen epa se colocó 
detrás de un promotor inducible de L–arabinosa (Ara) en un plásmido (Tabla 4). La Tabla 4 se limita a los plásmidos 
utilizados en cepas de producción para bioconjugados utilizados en las composiciones “ExPEC4V” y “ExPEC10V” 
descritas anteriormente. Los plásmidos con variación en el esqueleto del vector, marcador de resistencia a antibióticos 25 
y/o variantes de EPA, por ejemplo, que varían en el número de motivos de sitio de N–glicosilación de consenso (por 
ejemplo, que tienen dos de tales motivos, EPA–2), también se han probado con éxito para la producción de 
bioconjugados. 

Ejemplo 7: Optimización de la oligosacariltransferasa para la generación de bioconjugados con antígeno O4 
glucosilado (O4–Glc+) 30 

La optimización del rendimiento para la producción de bioconjugados se puede lograr mediante la modificación de la 
oligosacaril transferasa PglB de C. jejuni, lo que puede conducir a un grado más eficiente o mayor de N–glicosilación 
del O–antígeno de interés a la proteína portadora EPA. En una cepa de E. coli para la producción de bioconjugado 
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con O–antígeno polisacárido O4 glucosilado (O4–Glc+), se aplicó dicha estrategia de optimización y dio por resultado 
una variante de PglB específica para (O4–Glc+) que mejora el rendimiento del producto bioconjugado. 

En este enfoque, una cepa que produce un O–antígeno polisacárido O4–Glc+ que contiene un plásmido de expresión 
de EPA se transformó con una variedad de diferentes plásmidos de expresión PglB, cada uno de los cuales contenía 
diferentes sustituciones de aminoácidos en la proteína PglB, alterando la especificidad del sustrato. El nivel de 5 
producción de bioconjugado y el perfil de cada cepa se evaluó a nivel del matraz de agitación en experimentos de 
choque osmótico, y la lectura se realizó mediante inmunoensayos de electroforesis capilar en el extracto periplásmico 
usando anticuerpos monoclonales específicos de O4–Glc+. 

Una de las variantes de PglB probadas que contiene una sustitución de aminoácido N311V demostró mejorar el 
rendimiento del producto de O4 bioconjugados glucosilados significativamente (FIG. 7A). 10 

En una mejora adicional donde se modificó aún más la variante de PglB N311V, una sustitución de aminoácidos Y77H 
mejoró adicionalmente el rendimiento del producto específico de O4–Glc+ y mostró un mayor grado de producto di– y 
tri–glicosilado en comparación con la variante N311V PglB, donde otras modificaciones resultaron ser neutrales o 
tuvieron un efecto negativo en el rendimiento del producto (FIG. 7B). El plásmido pLMTB4008 (SpR) codifica una 
variante de PglB de E. coli optimizada por uso de codón, optimizada por sustrato (O4–Glc+) con mutaciones Y77H y 15 

N311V. 

La variante PglB con especificidad de sustrato optimizada para O–antígeno polisacárido O4–Glc+, que contiene 
sustituciones de aminoácidos N311V y Y77H en relación con la glicosil transferasa PglB de C. jejuni de tipo salvaje 
(wt), demostró duplicar el rendimiento del bioconjugado en comparación con la variante PglB–N311V optimizada en 
primera vuelta. 20 

Del mismo modo, con el uso de tamices, las variantes de PglB de rendimiento óptimo también se determinaron para 
la producción de bioconjugado de O–antígeno de los otros nueve serotipos en la composición ExPEC10V.  

Para los bioconjugados que tienen el O1A, O6A u O15 antígeno polisacárido, PglB con mutaciones de aminoácidos 
N311V, K482R, D483H y A669V demostró brindar los rendimientos más altos. 

Para los bioconjugados que tienen el O2, O8, O18A u O25B antígeno polisacárido, el PglB de tipo salvaje (es decir, 25 
que no tiene mutaciones de aminoácidos en las posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669) se encontró para 
dar el más alto rendimientos. 

Para los bioconjugados que tienen el O16 antígeno polisacárido, PglB con mutaciones de aminoácidos Y77H, S80R, 
Q287P, K289R y N311V demostró brindar los rendimientos más altos.  

Para los bioconjugados que tienen el O75 antígeno polisacárido, PglB con mutación de aminoácido N311V demostró 30 
brindar los rendimientos más altos.  

Puede verse a partir de estos resultados que la variante óptima de PglB es diferente para diferentes O–antígenos, y 
que la variante óptima de PglB para producir un bioconjugado con un O–antígeno polisacárido dado es impredecible.  

Ejemplo 8: Bioconjugados de O–antígenos de 10 serotipos de E. coli y sus atributos de calidad 

Los residuos de O–glicano de los O–antígenos blanco son estructuralmente diversos y tienen unidades de repetición 35 
variables. La especificidad y la afinidad de la glicosil transferasa PglB está ligada a la estructura de glicano. Por lo 
tanto, la preparación de un bioconjugado que tenga los atributos de calidad deseados, por ejemplo, pureza, relación 
glicano / proteína, etc., es un reto, no una tarea sencilla. La combinación correcta de proteínas portadoras PglB y EPA 
determina el rendimiento y puede influir en la eficiencia de la glicosilación. Mediante la optimización del PglB y las 
proteínas portadoras, se produjeron bioconjugados con los atributos de calidad deseados. También puede ser 40 
importante mantener un valor umbral más bajo de proteína portadora total, particularmente cuando uno o más 
bioconjugados de O–antígeno se combinan y se administran en una única composición o vacuna, porque cantidades 
muy altas de proteína portadora pueden conducir a una interferencia inmunológica. A fin de evitar tal fenómeno, se 
prefieren los conjugados que tienen una relación glicano / proteína mayor. Por lo tanto, para la vacuna ExPEC10V, se 
desarrollaron bioconjugados con una relación de glicosilación al menos comparable (a la vacuna ExPEC4V 45 
anteriormente descrita que ha sido objeto de ensayos clínicos). 

Cada uno de los bioconjugados fue producido cultivando las células huésped respectivas (Ejemplo 6, Tabla 3) en 
biorreactores (volúmenes de 10 L y/o 200 L) y la expresión de los bioconjugados, siguiendo los métodos descritos 
previamente. Cada sustancia farmacológica fue fabricada en lotes por fermentación microbiana en lotes para generar 
una biomasa que contiene los bioconjugados expresados del correspondiente serotipo de polisacárido. Las células se 50 
cultivaron y se indujeron con IPTG y arabinosa. Los bioconjugados se aislaron a partir del periplasma de las células 
en los cultivos del biorreactor mediante choque osmótico seguido por purificación cromatográfica. Este proceso se 
llevó a cabo para cada uno de los 10 bioconjugados. 
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Los bioconjugados de O–antígeno de E. coli preparados de este modo que son sustancias farmacológicas (DS) para 
ExPEC10V y ExPEC4V mostraron atributos de calidad crítica comparables: (1) la pureza relacionada con el proceso 
(medida por RP–HPLC) fue mayor al 95%, (2) la relación polisacárido / proteína varió entre aproximadamente 0.1–0.5, 
principalmente entre 0.15 y 0.45, (3) la endotoxina bacteriana (Ph. Eur. 2.2.3) fue de menos de 0.5 UE/µg de 
polisacárido. La longitud media de las cadenas de polisacáridos individuales fue típicamente entre aproximadamente 5 
10–20 unidades de repetición (medidas utilizando SDS–PAGE de alta resolución). 

Las estructuras de las unidades de repetición de polisacáridos fueron confirmadas (por RMN y MS/MS de los 
conjugados, intactos o digeridos con tripsina) para ser los que se muestran en las fórmulas para los serotipos 
correspondientes en la Tabla 1, para todos los 10 bioconjugados que son DS para la composición ExPEC10V descrita 
anteriormente. 10 

El serotipo O18 tuvo los rendimientos más bajos de producción de bioconjugado entre los 10 serotipos de los cuales 
se hicieron bioconjugados para la composición ExPEC10V. 

El producto farmacológico (DP) ExPEC10V comprende una mezcla de los 10 DS monovalentes descritos antes. 

Ejemplo 9: Toxicología de la vacuna ExPEC10V 

Se llevó a cabo un estudio de toxicidad piloto de dosis única y tolerancia local (no GLP) con ExPEC10V en conejos 15 
NZW hembras. Un grupo (n = 2) recibió una inyección intramuscular (IM) (el Día 0) del control (solución salina), y un 
segundo grupo (n = 4) recibió una inyección IM de ExPEC10V a razón de 105.6 µg de polisacárido total (PS)/dosis 
(9.6: 9.6: 9.6: 9.6: 9.6: 9.6: 9.6: 9.6: 19.2: 9.6 µg de PS por dosis para, respectivamente, los O–serotipos O1A, O2, O4, 
O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75) usando un volumen de dosificación de 0.6 ml (176 µg PS/ml). Se realizó la 
necropsia el Día 2. 20 

No se observó mortalidad. Además, no hubo efectos relacionados con la vacuna para las observaciones clínicas 
(incluyendo efectos en el sitio de inyección utilizando el puntaje de Draize), peso corporal, consumo de alimento y 
temperatura corporal. Histopatológicamente, no se observaron cambios relacionados con la vacuna en el sitio de 
administración o el ganglio linfático de drenaje (ilíaco). Se observó un aumento mínimo en la formación de centros 
germinales en el bazo en uno de cuatro animales tratados (Día 2), y se consideró una respuesta inmunológica normal 25 
a la vacuna inyectada. En general, la administración de una dosis IM única de ExPEC10V a conejos hembras fue bien 
tolerada. 

Ejemplo 10: Inmunogenicidad de la formulación mezclada de ExPEC10V en conejos 

Se ha demostrado anteriormente que una vacuna ExPEC4V (que comprende bioconjugados de serotipos O1A, O2, 
O6A y O25B de E. coli) es inmunogénica para estos cuatro serotipos en ratas, conejos y seres humanos (véase, por 30 
ejemplo WO 2015/124769, WO 2017/035181; Huttner et al, 2017, Lancet Infect Dis, http://dx.doi.org/10.1016/S1473–
3099(17)30108–1; RW Frenck Jr, et al, abstract 5587, ASM Microbe 2018). Los nuevos bioconjugados de la invención 
con el serotipo O4 glucosilado de E. coli demostraron ser inmunogénicos en los Ejemplos 4 y 5 más arriba. La 
inmunogenicidad de los bioconjugados de serotipos O8, O15, O16, O18A y O75 de E. coli (todos con EPA–2 como 
proteína portadora en este experimento) cuando se administraron por separado (monovalente) a ratas confirmó que 35 
también cada uno de estos bioconjugados era inmunogénico, ya que los datos de ELISA indicaron que cada uno de 
estos bioconjugados podía provocar altos niveles de anticuerpos específicos de O–antígeno de E. coli (no mostrado). 

La inmunogenicidad de la vacuna 10–valente que contenía una mezcla de los 10 bioconjugados como se describe 
anteriormente también fue probada. Los conejos blancos de Nueva Zelanda (NZW) (hembras, de 12–16 semanas de 
edad) recibieron 3 inmunizaciones intramusculares con ExPEC10V o solución salina administradas con 2 semanas de 40 
diferencia (Tabla 5; administración los días 0, 14 y 27). Los 10 polisacáridos que son parte de la vacuna ExPEC10V 
utilizada en estos experimentos fueron conjugados a la proteína portadora EPA que contiene 4 sitios de glicosilación 
(EPA–4). La vacuna se formuló en 3 dosis diferentes: Grupo 1 (‘dosis alta’): 8 ug/dosis de O1A, O2, O6A, O4, O8, 
O15, O16, O18 y O75 y 16 ug/dosis de O25B; Grupo 2 (‘dosis media’): 4 ug/dosis de O2, O4, O8, O15, O16, O18 y 
O75, 8 ug/dosis de O1A y O6A y 16 ug/dosis de O25B; Grupo 3 (‘dosis baja’): 0.4 ug/dosis de O2, O4, O8, O15, O16, 45 
O18 y O75, 0.8 ug/dosis de O1A y O6A y 1.6 ug/dosis de O25B. Los animales del grupo de control (Grupo 4) recibieron 
solo solución salina (solución de cloruro de sodio al 0.9% (p/v)) (Tabla 5). 

Las respuestas de anticuerpos se evaluaron el día 0 (antes de la inmunización) y los días 14, 27 y 42 después de la 
inmunización. Los niveles de anticuerpos en suero inducidos por cada uno de los bioconjugados incluidos en la vacuna 
y la proteína portadora EPA se midieron por ELISA (IgG total), con LPS específico del tipo como material de 50 
recubrimiento. Los títulos de anticuerpos se informaron como valores de EC50 que corresponden a la concentración 
efectiva media máxima basado en duplicados de curvas de titulación de 12 pasos representadas en un modelo de 
regresión no lineal logística de 4 parámetros. La actividad funcional se determinó mediante OPK. 
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Tabla 5. Descripción de los grupos experimentales 

Grupos experimentales Dosis (µg/PS) 

O1A:O2:O6A:O25B:O4:O8:O15:O16:O18A:O75 

Tamaño de 
muestra 

Grupo 1 (dosis alta) 8:8:8:16:8:8:8:8:8:8 7 

Grupo 2  

(dosis media) 

8:4:8:16:4:4:4:4:4:4 
7 

Grupo 3  

(dosis baja) 

0.8:0.4:0.8:1.6:0.4:0.4:0.4:0.4:0.4:0.4 
7 

Grupo 4 (control) Solución de cloruro de sodio al 0.9% (p/v) 7 

 

Los resultados se muestran en la FIG. 8 y se resumen en la Tabla 6. 

Tabla 6. Resumen de las respuestas de anticuerpos específicos de O–antígeno de E. coli inducidos por ExPEC10V 

en conejos NZW 5 

ExPEC10V Respuestas de anticuerpos el día 14 después de la vacunación 

Dosis O1A O2 O6A O25B O4 O8 O15# O16 O18A 075 

Alta * ** ** * ** Ns ** ** * Ns 

Media * ** ** ** ** Ns ** ** Ns Ns 

Baja * * * * * Ns ** ** Ns Ns 

 

ExPEC10V Respuestas de anticuerpos el día 27 después de la vacunación 

Dosis O1A O2 O6A O25B O4 O8 O15# O16 O18A 075 

Alta ** ** ** ** ** * ** ** ** ** 

Media ** ** ** ** ** * ** ** * ** 

Baja ** ** ** ** ** * ** ** ** ** 

 

ExPEC10V Respuestas de anticuerpos el día 42 después de la vacunación 

Dosis O1A O2 O6A O25B O4 O8 O15# O16 O18A 075 

Alta ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 

Media ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 

Baja ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** 

 

Los cuadrados de color gris oscuro muestran las respuestas de anticuerpos específicos de serotipo en las que los 
valores de p fueron estadísticamente significativos. Los cuadrados de color gris claro muestran las respuestas de 10 
anticuerpos específicos de serotipo en las que los valores de p no fueron estadísticamente significativos (ns). Prueba 
de Wilcoxon de suma de rangos con corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples. Comparaciones de 
animales vacunados con ExPEC10V (Grupo 1, 2 y 3) versus control de solución salina (Grupo 4). *p≤0.05, **p≤0.01. 
# Los valores de P fueron estadísticamente significativos después de excluir un animal con valor atípico del grupo de 
control (análisis de sensibilidad). 15 
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La alta dosis de ExPEC10V (Grupo 1) indujo niveles significativamente más altos de anticuerpos IgG en todos los 
puntos temporales investigados (Días 14, 27 y 42 después de la inmunización) en comparación con el control de 
solución salina para O1A, O2, O4, O6A, O16, O18A y O25B (FIG. 8, Tabla 6). Se observaron títulos de anticuerpos 
significativamente más altos inducidos por conjugados O8 y O75 en comparación con el control de solución salina los 
Días 27 y 42 después de la inmunización (FIG. 8, Tabla 6). 5 

La dosis media de ExPEC10V (Grupo 2) y la dosis baja (Grupo 3) indujeron niveles significativamente más altos de 
anticuerpos en todos los puntos temporales investigados (Días 14, 27 y 42 después de la inmunización) en 
comparación con el control de solución salina para O1A, O2, O4, O6A, O16 y O25B (FIG. 8, Tabla 6). Se observaron 
títulos de anticuerpos significativamente más altos inducidos por conjugados O8, O18A y O75 en comparación con el 
control de solución salina los Días 27 y 42 después de la inmunización, lo que sugiere que la dosis de refuerzo en 10 
conejos aumenta la respuesta a estos O–serotipos (FIG. 8, Tabla 6). 

Para los conjugados O15, el análisis de sensibilidad omitiendo un animal con valor atípico del grupo de control mostró 
que las tres dosis de la vacuna ExPEC10V indujeron un aumento significativo en las respuestas de anticuerpos en 
comparación con el control de solución salina los Días 14, 27 y 42 después de la inmunización (FIG. 8, Tabla 6). 

Los anticuerpos inducidos por la proteína portadora EPA fueron significativamente mayores que los títulos de 15 
anticuerpos de EPA en el grupo tratado con solución salina (control) para las tres dosis de ExPEC10V probadas (alta, 
media y baja) en todos los puntos temporales investigados (Días 14, 27 y 42) (FIG. 8).  

Las comparaciones entre dosis (no mostradas) mostraron que el Día 14 después de la vacunación, la dosis alta de 
ExPEC10V indujo respuestas de anticuerpos significativamente más altas en comparación con la dosis baja para la 
mayoría de los conjugados ensayados (O1A, O2, O4, O6A, O15, O16, O18A y O25B). La dosis media de ExPEC10V 20 
también indujo respuestas de anticuerpos significativamente más altas en comparación con la dosis baja para O1A, 
O2, O4, O18A, O25B y O75. Para el conjugado O8, las tres formulaciones de ExPEC10V indujeron niveles similares 
de anticuerpos el Día 14 después de la vacunación. 

La dosis baja de ExPEC10V indujo un aumento significativo en las respuestas de anticuerpos el Día 42 después de la 
vacunación (después de una dosis de cebado y dos dosis de refuerzo) en comparación con las dosis alta y media de 25 
ExPEC10V para los conjugados O1A, O2, O4, O16, O25B y O75. Estos resultados están en línea con otras 
experiencias con vacunas conjugadas, en donde, por ejemplo, no se observó ninguna relación clara entre la dosis y 
la magnitud de la respuesta de anticuerpos a la vacunación primaria en lactantes vacunados con vacuna 
neumocóccica conjugada (Poolman JT, et al. Expert Rev Vaccines. 2013, 12(12):1379–94). 

No hubo diferencias significativas entre las tres dosis de ExPEC10V ensayadas el Día 42 después de la vacunación 30 
para los conjugados O6A, O8 y O15. Para el conjugado O18A, la dosis alta de ExPEC10V indujo una respuesta de 
anticuerpos significativamente más alta en comparación con la dosis media el Día 42 después de la vacunación. 

Para la proteína portadora (EPA), la dosis alta y media de ExPEC10V indujo respuestas de anticuerpos 
significativamente mayores en comparación con la dosis baja el Día 14 después de la vacunación. La dosis alta de la 
vacuna también indujo respuestas de anticuerpos significativamente más altas en comparación con la dosis baja el 35 
Día 42 después de la vacunación. 

En conclusión, las tres formulaciones de ExPEC10V (alta, media y baja), administradas por inyección intramuscular 
los Días 0, 14, 27 son inmunogénicas en conejos. 

Hasta ahora, los anticuerpos funcionales capaces de matar cepas de E. coli inducidas por esta vacuna en conejos se 

demostraron para los serotipos O1A, O2, O4, O6A, O15, O16 y O25B. 40 

En un experimento adicional, un lote GMP de la vacuna ExPEC10V (véase el Ejemplo 8 anterior para la producción) 
se preparó y se inyectó en conejos NZW como parte de un estudio de toxicología (Tabla 7). En este estudio, los 
conejos NZW (machos y hembras) recibieron 3 inyecciones intramusculares (0.6 ml) de la vacuna ExPEC10V (Días 
1, 15 y 29) y un grupo de control recibió solución de cloruro de sodio al 0.9% (p/v) (solución salina). Cada dosis de la 
vacuna contenía 9.6 µg de polisacárido (PS) para los serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 y 19.2 45 
µg de PS para los serotipos O25B, correspondiente a 105.6 µg de PS total (176 µg de PS total/ml) y 382.8 µg de EPA 
total (638 µg de EPA/ml). Los títulos de IgG contra O–antígenos y proteína portadora (EPA) se determinaron a partir 
de muestras recogidas durante el período pretratamiento (día 1) y los días 31 y 50 después de la inmunización. 

Se observó un aumento significativo en las respuestas de anticuerpos contra todos los O–antígenos y la proteína 
portadora EPA el día 31 y 50 después de la vacunación en el grupo que recibió ExPEC10V en comparación con el 50 
grupo de control que recibió solo solución salina (Fig. 9, Tabla 8). Para el serotipo O1A, también se observó una 
respuesta de anticuerpos significativamente más alta el día 1 (línea basal) cuando los animales vacunados se 
compararon con los controles. Estos resultados sugieren que algunos animales fueron preexpuestos a E. coli o tienen 
anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con O1A–LPS. 

ES 2 951 442 T3



48 

Tabla 7. Grupos experimentales y dosis de ExPEC10V utilizada en conejos NZW 

Grupos Tratamiento Dosis Días de 
dosificación 

Principal (día 31) 
(machos / hembras) 

Recuperación (día 50) 
(machos / hembras) 

1 control 0 1, 15, 29 10 10 

2 ExPEC10V 105.6 µg PS* 1, 15, 29 10 10 

* Cada dosis (0.6 ml de volumen de dosificación) contiene 9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:9.6:19.2:9.6 μg de polisacárido 
(PS) para los serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B, O75, respectivamente (176 μg de PS 
total/ml). Cada dosis contiene 382.8 μg de proteína EPA (638 μg de EPA/ml). 

 

Tabla 8. Inmunogenicidad de ExPEC10V en conejos NZW como parte de un estudio toxicológico 

Tratamiento Respuestas de anticuerpos el día 31 después de la vacunación 

ExPEC10V O1A O2 O6A O25B O4 O8 O15 O16 O18A 075 

Día 31 **** **** **** **** **** **** **** **** **** **** 

Día 50 **** **** **** **** **** **** **** **** **** **** 

 

Respuestas de anticuerpos inducidas por ExPEC10V. Los cuadrados de color gris claro muestran los serotipos en los 5 
que se observó un aumento significativo en las respuestas de anticuerpos en el grupo vacunado comparado con el 
control. Modelo de Tobit con una prueba de razón de verosimilitud. ****P ≤ 0.0001. 

Ejemplo 11: Ensayo de fase 1/2a con la vacuna ExPEC10V en humanos 

En la actualidad, no existe una vacuna disponible para prevenir la IED. Los serotipos que comprenden la vacuna 
ExPEC10V (O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75) se seleccionaron para abordar la enfermedad 10 
invasiva causada por la mayoría de las cepas clínicamente relevantes de ExPEC que también representan la mayoría 
de los aislados de ExPEC que causan IED resistente a los antimicrobianos, incluyendo ST131. Los serotipos 
seleccionados son representativos de los diez O–serotipos de ExPEC prevalentes que causan infecciones del torrente 
sanguíneo en la población de más edad y responsable de aproximadamente el 70% de las infecciones del torrente 
sanguíneo causadas por ExPEC. 15 

Puesto que no se espera que el mecanismo de acción de las vacunas conjugadas en la prevención de la enfermedad 
invasiva vaya a ser afectado por mecanismos de resistencia a los antibióticos, se cree que la vacuna ExPEC10V 
proporciona protección contra IED causada por serotipos fármaco–resistentes y fármaco–sensibles O2, O4, O6A, O8, 
O15, O16, O18A, O25B y O75. 

Existe experiencia clínica precedente con ExPEC4V, un candidato de vacuna anterior, que comprendía un subconjunto 20 
de cuatro de los conjugados de O–antígeno de E. coli (O1A, O2, O6A y O25B) también hallados en ExPEC10V. 

Basándose en los resultados de cuatro estudios clínicos (dos estudios de fase 1 completados, un estudio de fase 2 
completado y un estudio de fase 2 en curso), ExPEC4V fue bien tolerado por los participantes del estudio y no se 
observaron señales de seguridad relacionadas con la vacuna en dosis de hasta 16 µg de polisacárido (PS) por serotipo 
(O1A, O2, O6A y O25B). La mayoría de los eventos adversos (AE) fueron de Grado 1 y 2; se registraron muy pocos 25 
AE de Grado 3. Se observaron AE locales solicitados de inicio tardío (AE que se inician después del Día 5 posterior a 
la vacunación) principalmente con las dosis más altas de ExPEC4V. En cada estudio, la vacuna ExPEC4V mostró ser 
inmunogénica, lo que demuestra una respuesta inmune a la vacuna dependiente de la dosis, y aumentos de títulos de 
inmunoglobulina G (IgG) específicos de O–antígeno, tal como se mide por un ensayo de inmunoabsorción ligado a 
enzimas (ELISA). La actividad funcional de los anticuerpos se demostró con un ensayo de destrucción 30 
opsonofagocítica (OPKA) optimizado por ExPEC4V. el coanálisis de resultados de pruebas ELISA y OPKA mostró 
correlación entre las respuestas de ensayo (coeficientes de correlación de Pearson ≥0.61 y ≥0.48 para el Día 30 y el 
Día 360, respectivamente, en un ensayo clínico de Fase 2 [estudio 4V–BAC2001]), lo que justifica el uso de ELISA 
como medida primaria de los títulos de anticuerpos ExPEC4V y para predecir la actividad de anticuerpo funcional. El 
análisis de los datos de inmunogenicidad ha demostrado la duración de la respuesta inmune durante tres años tras la 35 
vacunación con ExPEC4V. Ahora también se ha observado que los sueros de seres humanos vacunados con 
ExPEC4V y que tenían altos títulos de anticuerpos opsonofagocíticos específicos de serotipo, cuando se transfirieron 
pasivamente a ratones que fueron posteriormente desafiados por vía intraperitoneal con cepas de E. coli de serotipo 
O25B u O2, fueron capaces de mediar la protección in vivo (no se muestra). Por lo tanto, los anticuerpos humanos 
opsonofagocíticos específicos de ExPEC4V median la muerte bacteriana in vivo, lo que está en línea con otras 40 
vacunas conjugadas en las que el mecanismo de protección propuesto es mediante la inducción de anticuerpos 
opsonofagocíticos que median la muerte bacteriana. 
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ExPEC10V incluye un total de diez serotipos y aumenta la cobertura de aproximadamente el 50% (ExPEC4V) a 
aproximadamente el 70% de las infecciones del torrente sanguíneo causadas por ExPEC en adultos de 60 años y 
mayores. Basado en la experiencia clínica con ExPEC4V, y en los datos preclínicos para ExPEC10V como se discute 
en los ejemplos anteriores, se espera que la administración de ExPEC10V induzca respuestas inmunes a E. coli 
serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75 también en los seres humanos. 5 

Un estudio aleatorizado, de observador ciego, primero en humanos, de fase 1/2a, para evaluar la seguridad, la 
reactogenicidad y la inmunogenicidad de tres dosis diferentes de la vacuna ExPEC10V se lleva a cabo en seres 
humanos de 60 a 85 años de edad con salud estable (estudio 10V–BAC1001). El diseño del estudio incluye 2 cohortes: 
un total de 1.004 participantes son enrolados en el estudio con 404 participantes (100 participantes / dosis de 
ExPEC10V) con edades ≥60 a ≤85 años con salud estable en la Cohorte 1 y un adicional de 600 participantes de ≥60 10 
años de edad con salud estable con antecedentes de UTI en los últimos 5 años en la Cohorte 2. 

ExPEC10V es un candidato de vacuna 10–valente en desarrollo para la prevención de la enfermedad por Escherichia 
coli patogénica extraintestinal (ExPEC) (IED) en adultos de 60 años de edad y mayores. ExPEC10V se compone de 
los O–antígenos polisacáridos (PS) de ExPEC serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75 
bioconjugados por separado a la proteína portadora, una forma genéticamente desintoxicada de exotoxina A (EPA) 15 
derivada de Pseudomonas aeruginosa, y su producción se ha descrito anteriormente. El O4 PS es la forma glucosilada, 
que tiene la estructura de Fórmula (O4–Glc+) de la Tabla 1. 

OBJETIVOS Y CRITERIOS DE VALORACIÓN 

COHORTE 1 – Período de Fase 1/2a con observador ciego y etiqueta abierta, período de seguimiento a largo plazo 
(N = 404): 20 

Objetivos Criterios de valoración 

Primarios 

Evaluar la seguridad y la reactogenicidad de diferentes 
dosis de ExPEC10V en participantes ≥60 a ≤85 años de 
edad 

Eventos adversos (AE) locales y sistémicos recogidos 
durante 14 días después de la vacunación (del día 1 al 
día 15) 
AE no solicitados recogidos desde la administración de 
la vacuna del estudio hasta 29 días después de la 
vacunación (del día 1 al día 30) 
Eventos adversos serios (SEA) recogidos desde la 
administración de la vacuna del estudio hasta el día 
181 

Evaluar la inmunogenicidad dependiente de la dosis de 
ExPEC10V el día 15 en participantes ≥60 a ≤85 años de 
edad 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en 
electroquimioluminiscencia multiplex (ECL) y ensayo 
opsonofagocítico multiplex (MOPA) el día 15 

Secundarios 

Evaluar la correlación entre los títulos séricos por 
inmunoensayo basado en ECL multiplex (anticuerpo total) 
y MOPA (anticuerpos funcionales) el día 15 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA el día 15 

Evaluar la inmunogenicidad dependiente de la dosis de 
ExPEC10V los Días 30 y 181 participantes ≥60 a ≤85 años 
de edad 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA los días 30 y 181 

 

Objetivos Criterios de valoración 

Evaluar, en el periodo de seguimiento a largo plazo 
(LTFU), la seguridad de la dosis de ExPEC10V 
seleccionada para un mayor desarrollo clínico basado en 
el análisis primario del día 30 en participantes ≥60 a ≤85 
años de edad 

SEA relacionados con la vacuna del estudio o los 
procedimientos del estudio recogidos desde el día 182 
hasta el final del estudio 

Evaluar, en el período LTFU, la inmunogenicidad de la 
dosis de ExPEC10V seleccionada para un mayor 
desarrollo clínico basado en el análisis primario del Día 30 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA el Año 1 (día 366), Año 2 (día 731) 
y Año 3 (Día 1096) 
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COHORTE 2 – Período a doble ciego con período de seguimiento a largo plazo a doble ciego (N = 600): 

Objetivos  Criterios de valoración 

Primarios 

Evaluar la seguridad y la reactogenicidad de la dosis 
seleccionada de ExPEC10V en participantes ≥ 60 años de 
edad con antecedentes de UTI en los últimos 5 años 

AE locales y sistémicos solicitados recogidos durante 
14 días después de la vacunación (del día 1 al día 15) 

AE no solicitados recogidos desde la administración de 
la vacuna del estudio hasta 29 días después de la 
vacunación (del día 1 al día 30) 

SAE recogidos desde la administración de la vacuna 
del estudio hasta el día 181 

Evaluar la inmunogenicidad de la dosis seleccionada de 
ExPEC10V el día 30 en participantes ≥ 60 años de edad 
con antecedentes de UTI en los últimos 5 años  

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA el Día 30 

Secundarios 

Evaluar la correlación entre los títulos séricos por 
inmunoensayo basado en ECL multiplex (anticuerpo total) 
y MOPA (anticuerpo funcional) el día 30 en participantes 
≥ 60 años de edad con antecedentes de UTI en los últimos 
5 años 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA el Día 30 

Evaluar la inmunogenicidad de la dosis seleccionada de 
ExPEC10V los Días 15 y 181 en participantes ≥60 años 
de edad con antecedentes de UTI en los últimos 5 años 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA los días 15 y 181 

 

Objetivos  Criterios de valoración 

Evaluar, en el período LTFU, la seguridad de la dosis 
seleccionada de ExPEC10V en participantes ≥60 años de 
edad con antecedentes de UTI en los últimos 5 años 

SAE relacionados con la vacuna del estudio o los 
procedimientos del estudio recogidos desde el día 182 
hasta el final del estudio 

Evaluar, en el período LTFU, la inmunogenicidad de la 
dosis seleccionada de ExPEC10V en participantes ≥60 
años de edad con antecedentes de UTI en los últimos 5 
años 

Títulos de anticuerpos para ExPEC10V, según lo 
determinado por inmunoensayo basado en ECL 
multiplex y MOPA el Año 1 (día 366), Año 2 (día 731) 
y Año 3 (Día 1096) 

Exploratorios 

• Evaluar el efecto de ExPEC10V en el microbioma 
intestinal (heces) mediante análisis de metagenómica 

• Metagenómica de muestras de heces de un 
subconjunto seleccionado  de participantes para 
evaluar el efecto de ExPEC10V en:  

La prevalencia de patógenos (por ejemplo, 
Clostridium difficile) en la flora intestinal 

Prevalencia de serotipos de ExPEC10V en la 
flora intestinal 

 

DISEÑO GENERAL 

Se trata de un estudio multicéntrico, aleatorizado, de intervención, que incluye dos cohortes.  5 

Para la Cohorte 1, el estudio tiene un diseño de observador ciego, con control activo, y se incluye un total de 404 
participantes adultos de edad ≥60 a ≤85 años con salud estable, con o sin antecedentes de UTI. El diseño del estudio 
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para la Cohorte 1 se compone de tres periodos: un período de selección máximo de 28 días, un período de seguimiento 
de 181 días con observador ciego con vacunación el Día 1 y un periodo LTFU de etiqueta abierta que dura desde el 
día 182 hasta 3 años (Día 1096) después de la vacunación (FIG. 10A). Solo los participantes del grupo de dosis 
seleccionada de ExPEC10V (aproximadamente 100 participantes) y los participantes del grupo Prevnar 13 avanzan 
al período LTFU. El final de la Cohorte 1 es la visita del Año 3 del último participante (Día 1096). 5 

Para la Cohorte 2, el estudio tiene un diseño a doble ciego, controlado con placebo, y se incluye un total de 600 
participantes adultos de edad ≥60 años con salud estable y antecedentes de UTI en los últimos 5 años. El enrolamiento 
comienza después de la finalización del análisis primario de Fase 1/2a y la selección de dosis de ExPEC10V a partir 
de la Cohorte 1. El diseño del estudio para la Cohorte 2 se compone de tres periodos: un periodo de selección máximo 
de 28 días, un período de seguimiento a doble ciego de 181 días con vacunación el Día 1, y un período de LTFU a 10 
doble ciego que dura desde el Día 182 hasta los 3 años (Día 1096) después de la vacunación (FIG. 10B). Todos los 
participantes de la Cohorte 2 avanzan al período LTFU. El fin del estudio es la visita del Año 3 del último participante 
(Día 1096) en la Cohorte 2. 

Cohorte 1: Fase 1 

En la Fase 1 de la Cohorte 1, un total de 84 participantes son enrolados en un enfoque escalonado siguiendo 15 
procedimientos de escalación de dosis en etapas, con realización de evaluaciones de seguridad antes de avanzar de 
una etapa a la siguiente. Un Comité de Revisión de Datos (DRC) interno se pone en marcha para este estudio a fin 
de revisar los datos de los exámenes físicos (tanto basales como dirigidos), los datos demográficos basales y los datos 
de seguridad posteriores a la vacunación el día 14 (incluyendo AE locales y sistémicos solicitados, AE no solicitados, 
SAE, datos de laboratorio clínico y signos vitales) de estos 84 participantes de la Fase 1. En esta fase del estudio, los 20 
participantes fueron enrolados y aleatorizados en seis pasos: 

Paso 1: Cuatro participantes centinela fueron enrolados y aleatorizados; dos participantes en el grupo de dosis baja 
de ExPEC10V (Tabla 11), y un participante en cada uno en los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 

Paso 2: Veinticuatro participantes fueron enrolados y aleatorizados; 18 participantes en el grupo de dosis baja de 
ExPEC10V (Tabla 111), y tres participantes en cada uno en los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 25 

Paso 3: Cuatro participantes centinela fueron enrolados y aleatorizados; dos participantes en el grupo de dosis media 
de ExPEC10V (Tabla 11), y un participante en cada uno de los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 

Paso 4: Veinticuatro participantes fueron enrolados y aleatorizados; 18 participantes en el grupo de dosis media de 
ExPEC10V (Tabla 11), y tres participantes en cada uno de los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 

Paso 5: Cuatro participantes centinela fueron enrolados y aleatorizados; dos participantes en el grupo de dosis alta de 30 
ExPEC10V (Tabla 11), y un participante en cada uno de los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 

Paso 6: Veinticuatro participantes fueron enrolados y aleatorizados; 18 participantes en el grupo de dosis alta de 
ExPEC10V (Tabla 11), y tres participantes en cada uno de los grupos de ExPEC4V y Prevnar 13. 

Todos los participantes recibieron una única inyección intramuscular (IM) de ExPEC10V (1 de 3 dosis), ExPEC4V o 
Prevnar 13 el Día 1 según los grupos de vacunación del estudio asignados. Los cuatro participantes centinela de cada 35 
uno de los Pasos 1, 3 y 5 fueron contactados por teléfono 24 horas después de la vacunación para recolectar la 
información de seguridad. Los datos de seguridad 24 horas después de la vacunación bajo ciego de cada grupo de 
los cuatro participantes centinela fueron revisados por el investigador principal (PI), el médico responsable del estudio 
(SRP) y el líder médico del patrocinar (SML). La aleatorización de participantes adicionales para el siguiente paso se 
detuvo hasta que se completara esta evaluación de seguridad centinela del Día 2. 40 

En ausencia de cualquier hallazgo clínicamente significativo, otros 24 participantes (para los Pasos 2, 4 y 6) fueron 
enrolados y aleatorizados a uno de tres grupos de vacunación del estudio (Tabla 11) para recibir una única inyección 
IM de ExPEC10V (1 de 3 dosis), ExPEC4V o Prevnar 13 el Día 1. 

Después de la vacunación de 24 participantes adicionales en cada nivel de dosis (dosis baja en el Paso 2, dosis media 
en el Paso 4, y dosis alta en el Paso 6), los datos de seguridad 14 días después de la vacunación de los 28 participantes 45 
(4+24) en cada nivel de dosis fueron revisados por el DRC antes de pasar al siguiente nivel de dosis o la Fase 2a. 

Cohorte 1: Fase 2a 

Sobre la base de una seguridad y reactogenicidad aceptables (en ausencia de cualquier problema de seguridad o 
cualquier evento que cumpla con una regla de detención del estudio específica) según lo determinado por el DRC 
después de la revisión de los datos de seguridad 14 días después de la vacunación para los 84 participantes iniciales, 50 
los 320 participantes restantes de la Cohorte 1 son aleatorizados y dosificados en la Fase 2a del estudio. Estos 320 
participantes adicionales fueron enrolados y aleatorizados en paralelo en una proporción de 2:2:2:1:1 a uno de los 
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cinco grupos de vacunación del estudio para recibir una única inyección IM de ExPEC10V (1 de 3 dosis), ExPEC4V o 
Prevnar 13 el Día 1 (Tabla 11). 

Además de realizar la revisión de seguridad de los 14 días para los 84 participantes iniciales, el DRC también evalúa 
los datos de seguridad de la Cohorte 1 en el transcurso del estudio y revisa cualquier evento que cumpla con una regla 
específica de detención de la vacunación del estudio o cualquier otro problema de seguridad que pueda surgir. 5 

Para la Cohorte 1, el análisis primario se produce cuando todos los participantes hayan terminado la visita del Día 30 
(Visita 4) o hayan discontinuado el estudio anticipadamente. El análisis final se produce cuando todos los participantes 
hayan terminado la visita del Día 181 o hayan discontinuado el estudio anticipadamente. Para los participantes que 
progresan al período de seguimiento a largo plazo (LTFU) de etiqueta abierta (grupo de dosis seleccionada de 
ExPEC10V y grupo de Prevnar 13), los análisis de seguimiento anuales incluyen datos de seguridad e 10 
inmunogenicidad (inmunoensayo basado en ECL multiplex y MOPA) recogidos hasta al momento de la visita del Año 
1 (Día 366), Año 2 (Día 731) y Año 3 (Día 1096) después de la vacunación. 

Cohorte 2 

En la Cohorte 2, la seguridad, la reactogenicidad y la inmunogenicidad de la dosis seleccionada de ExPEC10V (basado 
en los resultados del análisis primario de la Cohorte 1) se evalúan en participantes de ≥60 años con salud estable y 15 
antecedentes de UTI en los últimos 5 años. Para la Cohorte 2, el estudio tiene un diseño a doble ciego, controlado con 
placebo, y un total de 600 participantes son enrolados y aleatorizados en paralelo en una proporción de 2:1 (400 
participantes en el grupo de ExPEC10V y 200 en el grupo del placebo). 

Todos los participantes reciben una única inyección IM de la dosis seleccionada de ExPEC10V o placebo el Día 1 
según los grupos de vacunación del estudio asignados (Tabla 11).  20 

Para la Cohorte 2, el análisis primario incluye datos de seguridad e inmunogenicidad, y se produce cuando todos los 
participantes hayan terminado la visita del Día 30 (Visita 4) o hayan discontinuado el estudio anticipadamente. El 
análisis final se produce cuando todos los participantes hayan terminado la visita del Día 181 o hayan discontinuado 
el estudio anticipadamente. Para todos los participantes, los análisis de seguimiento anuales incluyen datos de 
seguridad e inmunogenicidad (inmunoensayo basado en ECL multiplex y MOPA) recogidos hasta el momento de la 25 
visita del Año 1 (Día 366), Año 2 (Día 731) y Año 3 (Día 1096) después de la vacunación. 

Se realiza un análisis de muestra de materia fecal en un subconjunto seleccionado de los participantes para evaluar 
el efecto de ExPEC10V sobre la prevalencia de patógenos (por ejemplo, Clostridium difficile) y serotipos de ExPEC10V 
en la flora intestinal utilizando metagenómica. 

NÚMERO DE PARTICIPANTES 30 

Un total de 1004 participantes son enrolados en el estudio; 404 participantes en la Cohorte 1 y 600 participantes en la 
Cohorte 2. 

GRUPOS DE INTERVENCIÓN  

Descripción de las intervenciones 

ExPEC10V: Vacuna bioconjugada de E. coli en solución tamponada con fosfato que contiene PS O–antígeno de 35 

ExPEC serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, O15, O16, O18A, O25B y O75 bioconjugados por separado a la proteína 
portadora EPA. Una sola inyección de 0.5 ml IM (deltoides) de una de las tres dosis de ExPEC10V el Día 1. 

ExPEC4V: Vacuna bioconjugada de E. coli en solución tamponada con solución salina que contiene PS O–antígeno 

de ExPEC serotipos O1A, O2, O6A, O25B (4:4:4:8 µg PS/serotipos de ExPEC) bioconjugadas por separado a la 
proteína portadora EPA. Una sola inyección de 0.5 ml IM (deltoides) de ExPEC4V el Día 1. 40 

Prevnar 13: Suspensión estéril de sacáridos de los antígenos capsulares de Streptococcus pneumoniae serotipos 1, 

3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F, unidos individualmente a la proteína de difteria CRM197 no tóxica. 
Única inyección de 0.5 ml IM (deltoides) el Día 1, suministrada en una jeringa precargada monodosis. 

Placebo: Solución salina normal. Una sola inyección de 0.5 ml IM (deltoides) de placebo el Día 1. 

Los materiales de intervención del estudio de ExPEC se describen en la Tabla 9. 45 
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ExPEC10V se compone de 10 sustancias farmacológicas (DS) monovalentes. Para este estudio clínico, se producen 
2 concentraciones diferentes (media y alta) de producto farmacológico (DP) (Tabla 10). Una tercera concentración 
(baja) se obtiene en la clínica por dilución de la concentración alta 1:1 con tampón de dilución, que es el mismo que el 
tampón de formulación. Cada DP se formula en tampón de fosfato de sodio / potasio a pH 7.0 (0.02% [p/p] Polisorbato 
80, 5% [p/p] sorbitol, metionina 10 mM). 5 

Tabla 10: Composición de la vacuna ExPEC10V para el estudio clínico de fase 1/2a 

Ingrediente  Cantidad (µg/ml)a 

Activoa Concentración bajab Concentración media Concentración alta 

O–antígeno polisacárido    
EcoO1A 8 16 16 
EcoO2 8 8 16 
EcoO4 8 8 16 
EcoO6A 8 16 16 
EcoO8 8 8 16 
EcoO15 8 8 16 
EcoO16 8 8 16 
EcoO18A 8 8 16 
EcoO25B 16 32 32 
EcoO75 8 8 16 
Proteína portadora    
EPA 320 441 640 

Excipientes    

KH2PO4 6.19 mM 
Na2HPO4 3.81 mM 
Sorbitol 5% (p/p) 
Metionina 10 mM 
Polisorbato 80 0.02% (p/p) 

EPA = exotoxina A de P. aeruginosa genéticamente desintoxicada utilizada como proteína portadora. 
a El ingrediente activo es un conjugado biológicamente sintetizado compuesto por el antígeno PS y una proteína 
portadora (EPA); la dosis se calcula sobre la fracción de PS solamente. 
b La “concentración baja” se obtiene en la clínica por dilución de la “concentración alta” 1:1 con tampón de 
dilución. 

 

EVALUACIONES DE SEGURIDAD  

Las evaluaciones de seguridad clave incluyen AE solicitados locales y sistémicos, AE no solicitados, SAE, exámenes 
físicos, mediciones de signos vitales y análisis de laboratorio clínico. 10 

EVALUACIONES DE INMUNOGENICIDAD 

Las evaluaciones de inmunogenicidad clave de los sueros recogidos incluyen la evaluación de los niveles de 
anticuerpos IgG totales específicos de serotipo de ExPEC10V y ExPEC4V producidos por la vacuna tal como se mide 
por un inmunoensayo basado en ECL multiplex, y anticuerpos funcionales específicos de serotipo de ExPEC10V y 
ExPEC4V tal como se mide por un ensayo de destrucción opsonofagocítica (OPKA) en formato multiplex (MOPA). No 15 
se realizan evaluaciones de inmunogenicidad de los títulos de anticuerpos neumocóccicos provocados por Prevnar 
13. 

Los niveles de anticuerpos séricos inducidos por ExPEC10V se miden mediante un inmunoensayo basado en 
electroquimioluminiscencia (ECL) multiplex. Este ensayo combina electrodos de carbono de alta unión en un formato 
multipunto de microplaca de 96 pocillos que está recubierto con diferentes O–LPS antígenos de E. coli o la proteína 20 
portadora EPA. Los niveles de anticuerpos antígeno–específicos presentes en las muestras de suero se detectan 
usando un anticuerpo secundario (IgG anti–humano) marcado con SULFO–TAG. SULFO–TAG emite luz en presencia 
de estimulación eléctrica a una intensidad que aumenta proporcionalmente a la cantidad de anticuerpos IgG unidos. 
Este ensayo fue calificado de acuerdo con las recomendaciones de la Conferencia Internacional de Armonización 
(ICH). 25 

Los niveles de anticuerpos funcionales inducidos por ExPEC10V se miden mediante un ensayo de opsonofagocítico 
multiplex (MOPA). Brevemente, las muestras de suero inactivadas por calor se diluyen en serie y se incuban con 
diferentes cepas de E. coli que son específicamente resistentes a diferentes tipos de antibióticos. Después de eso, el 
complemento humano y las células fagocíticas (HL60) se añaden a la reacción y, después de un segundo periodo de 
incubación, una alícuota de la mezcla de reacción se transfiere a diferentes placas de filtro de membrana hidrófila de 30 
PVDF que contienen medio suplementado con antibiótico específico que permiten selectivamente el crecimiento de 
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una cepa que es resistente a ese antibiótico particular. Después del cultivo durante la noche, se cuentan las unidades 
formadoras de colonias (UFC) para determinar el número de bacterias supervivientes. Este ensayo fue calificado de 
acuerdo con las recomendaciones de la ICH. 

Para los anticuerpos de serotipo ExPEC10V medidos por el inmunoensayo basado en ECL multiplex y MOPA, y EPA 
medido por el inmunoensayo basado en ECL multiplex solamente, se evalúan las siguientes medidas de 5 
inmunogenicidad y se tabulan por grupo de vacunación del estudio, para todos los puntos temporales de 
inmunogenicidad: 

– proporción de participantes con un aumento ≥2 veces y ≥4 veces en los títulos de anticuerpos en suero desde el Día 
1 (antes de la vacunación) 

– título por media geométrica (GMT) 10 

– GMR: veces de cambio desde la línea basal, calculado a partir del valor posbasal / basal. 

Para el período LTFU, se proporcionan resúmenes descriptivos de inmunogenicidad para cada serotipo. 

La selección de dosis para las fases posteriores considera la totalidad de la evidencia disponible al momento del 
análisis principal de la Cohorte 1 (resultados del Día 30). 
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Tabla 11: Cohorte 2: Cronograma de vacunación 

Grupos de vacunación del estudio Vacunación el Día 1 Total 

G6 ExPEC10Va 400 

G7 Placebo 200 

Total  600 

a ExPEC10V se compone de los O–antígenos polisacáridos (PS) del ExPEC serotipos O1A, O2, O4, O6A, O8, 
O15, O16, O18A, O25B y O75 bioconjugados por separado a la proteína portadora, una forma genéticamente 
desintoxicada de exotoxina A (EPA) derivada de Pseudomonas aeruginosa. 

 

La relación de aleatorización para los participantes enrolados en la Cohorte 2 del estudio es de 2:1 (ExPEC10V: 
Placebo). La dosis de ExPEC10V utilizada en la Cohorte 2 se basa en los resultados del análisis primario (Día 30) de 
la Cohorte 1. 5 

ESTADO 

El enrolamiento y la vacunación de la Cohorte 1 del estudio descrito anteriormente se completó. El estudio está en 
curso en forma ciega. Sobre la base de una revisión continua de los datos de seguridad, no se identificaron problemas 
de seguridad importantes, y la vacuna ExPEC10V tiene un perfil de seguridad aceptable. 

El análisis de la inmunogenicidad de las muestras clínicas de la Cohorte 1 está en curso de manera ciega. Los datos 10 
de ECL fueron 100% chequeados dentro de los Límites de Aceptación de Calidad (AQL) y subidos para la gestión de 
datos. El análisis de las muestras MOPA está en curso. La apertura del ciego de los datos y el análisis estadístico se 
lleva a cabo mediante el uso de una organización de investigación clínica (CRO). 

Las vacunaciones en la Cohorte 2 se inician una vez que la dosis de ExPEC10V para esa cohorte se haya identificado 
basado en el análisis primario finalizado de los resultados del Día 30 a partir de la Cohorte 1. 15 

SECUENCIAS 

SEQ ID NO: 1 (secuencia de consenso de glicosilación) 

Asn–X–Ser(Thr), en donde X puede ser cualquier aminoácido excepto Pro 

SEQ ID NO: 2 (secuencia de consenso de glicosilación optimizada) 

Asp(Glu)–X–Asn–Z–Ser(Thr), en donde X y Z se seleccionan independientemente entre cualquier aminoácido excepto 20 
Pro 

SEQ ID NO: 3 (proteína portadora EPA que comprende 4 secuencias de consenso de glicosilación (EPA–4)) 

G SGGGDQNATG SGGGKLAEEA FDLWNECAKA CVLDLKDGVR SSRMSVDPAI ADTNGQGVLH 

YSMVLEGGND ALKLAIDNAL SITSDGLTIR LEGGVEPNKP VRYSYTRQAR GSWSLNWLVP IGHEKPSNIK 
VFIHELNAGN QLSHMSPIYT IEMGDELLAK LARDATFFVR AHESNEMQPT LAISHAGVSV VMAQAQPRRE 
KRWSEWASGK VLCLLDPLDG VYNYLAQQRC NLDDTWEGKI YRVLAGNPAK HDLDIKDNNN STPTVISHRL 

HFPEGGSLAA LTAHQACHLP LEAFTRHRQP RGWEQLEQCG YPVQRLVALY LAARLSWNQV 
DQVIRNALAS PGSGGDLGEA IREQPEQARL ALTLAAAESE RFVRQGTGND EAGAASADVV 
SLTCPVAKDQ NRTKGECAGP ADSGDALLER NYPTGAEFLG DGGDVSFSTR GTQNWTVERL 

LQAHRQLEER GYVFVGYHGT FLEAAQSIVF GGVRARSQDL DAIWRGFYIA GDPALAYGYA 
QDQEPDARGR IRNGALLRVY VPRWSLPGFY RTGLTLAAPE AAGEVERLIG HPLPLRLDAI TGPEEEGGRV 
TILGWPLAER TVVIPSAIPT DPRNVGGDLD PSSIPDKEQA ISALPDYASQ PGKPPREDLK LGSGGGDQNA 
T 

SEQ ID NO: 4 (secuencia de aminoácidos de O4 GtrS) 

MNNLIMNNWCKLSIFIIAFILLWLRRPDILTNAQFWAEDSVFWYKDAYENGFLSSLTTPRNGYFQTVSTFIVGLTALLNP
DYAPFVSNFFGIMIRSVIIWFLFTERFNFLTLTTRIFLSIYFLCMPGLDEVHANITNAHWYLSLYVSMILIARNPSSKSWRF25 
HDIFFILLSGLSGPFIIFILAASCFKFINNCKDHISVRSFINFYLRQPYALMIVCALIQGTSIILTFNGTRSSAPLGFSFDVISSI
ISSNIFLFTFVPWDIAKAGWDNLLLSYFLSVSILSCAAFVFVKGTWRMKVFATLPLLIIIFSMAKPQLTDSAPQLPTLINGQ
GSRYFVNIHIAIFSLLCVYLLECVRGKVATLFSKIYLTILLFVMGCLNFVITPLPNMNWREGATLINNAKTGDVISIQVLPP
GLTLELRKK 
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SEQ ID NO: 5 (Ejemplo de secuencia de ácido nucleico de O4 gtrS) 

ATGAATAATTTAATTATGAATAACTGGTGTAAATTATCTATATTTATTATTGCATTTATTTTGCTATGGCTTAGAAGG
CCGGATATACTCACAAACGCACAATTTTGGGCAGAAGATTCCGTTTTCTGGTATAAGGACGCCTATGAGAACGGA
TTCTTAAGTTCACTAACAACGCCTAGGAATGGGTATTTCCAGACTGTTTCTACATTTATAGTTGGTCTGACTGCTT
TATTAAATCCAGATTATGCACCTTTTGTTTCTAATTTTTTTGGCATAATGATTCGCTCAGTAATTATATGGTTTTTAT5 
TTACAGAAAGATTCAACTTCCTCACATTGACTACTAGGATTTTCTTATCTATTTATTTTCTATGCATGCCTGGATTG
GATGAAGTTCATGCAAATATAACAAATGCACATTGGTATTTGTCATTATATGTATCAATGATCCTGATAGCTCGCA
ATCCAAGTTCAAAATCATGGAGGTTTCATGATATATTCTTTATCTTGCTATCCGGGCTCAGTGGCCCATTTATAAT
TTTCATTTTAGCAGCTTCATGCTTTAAATTTATAAATAATTGTAAAGATCATATTAGTGTAAGATCTTTCATAAATTT
CTACTTGCGTCAGCCATACGCATTAATGATTGTTTGCGCTTTAATTCAAGGAACTTCTATAATTCTAACTTTCAATG10 
GCACACGTTCCTCAGCACCGCTAGGATTCAGTTTTGATGTGATTTCGTCTATTATATCATCGAATATTTTTTTATTT
ACATTTGTCCCATGGGATATTGCAAAGGCTGGGTGGGATAATTTACTGTTATCTTATTTTTTGTCTGTTTCGATTTT
GTCGTGTGCGGCCTTTGTTTTTGTTAAAGGTACGTGGCGAATGAAAGTATTTGCAACTTTACCATTGCTAATTATA
ATATTTTCAATGGCAAAACCACAATTGACAGACTCGGCACCTCAATTGCCAACACTTATTAATGGGCAAGGTTCAA
GATACTTCGTAAATATACATATTGCGATATTCTCTTTGCTATGTGTTTACTTACTTGAGTGCGTCAGGGGGAAAGT15 
GGCAACTTTATTTTCCAAAATATACTTAACAATTTTGCTATTCGTGATGGGATGTTTGAATTTTGTTATCACCCCAC
TCCCAAACATGAACTGGAGGGAAGGTGCTACTTTGATTAATAATGCAAAAACTGGTGATGTCATTTCGATTCAAG
TGCTACCACCTGGCCTAACACTTGAACTAAGGAAAAAATAA 

SEQ ID NO: 6 (Ejemplo de secuencia de PglB (‘de tipo salvaje’)) 

MLKKEYLKNPYLVLFAMIILAYVFSVFCRFYWVWWASEFNEYFFNNQLMIISNDGYAFAEGARDMIAGFHQPNDLSYY20 
GSSLSALTYWLYKITPFSFESIILYMSTFLSSLVVIPTILLANEYKRPLMGFVAALLASIANSYYNRTMSGYYDTDMLVIVL
PMFILFFMVRMILKKDFFSLIALPLFIGIYLWWYPSSYTLNVALIGLFLIYTLIFHRKEKIFYIAVILSSLTLSNIAWFYQSAIIVI
LFALFALEQKRLNFMIIGILGSATLIFLILSGGVDPILYQLKFYIFRSDESANLTQGFMYFNVNQTIQEVENVDLSEFMRRI
SGSEIVFLFSLFGFVWLLRKHKSMIMALPILVLGFLALKGGLRFTIYSVPVMALGFGFLLSEFKAIMVKKYSQLTSNVCIV
FATILTLAPVFIHIYNYKAPTVFSQNEASLLNQLKNIANREDYVVTWWDYGYPVRYYSDVKTLVDGGKHLGKDNFFPSF25 
ALSKDEQAAANMARLSVEYTEKSFYAPQNDILKTDILQAMMKDYNQSNVDLFLASLSKPDFKIDTPKTRDIYLYMPARM
SLIFSTVASFSFINLDTGVLDKPFTFSTAYPLDVKNGEIYLSNGVVLSDDFRSFKIGDNVVSVNSIVEINSIKQGEYKITPID
DKAQFYIFYLKDSAIPYAQFILMDKTMFNSAYVQMFFLGNYDKNLFDLVINSRDAKVFKLKI 

SEQ ID NO: 7 (Ejemplo de secuencia de aminoácidos de gtrA; E. coli W3110 yfdG, GenBank: BAA16209.1) 

MLKLFAKYTSIGVLNTLIHWVVFGVCIYVAHTNQALANFAGFVVAVSFSFFANAKFTFKASTTTMRYMLYVGFMGTLSA30 
TVGWAADRCALPPMITLVTFSAISLVCGFVYSKFIVFRDAK 

SEQ ID NO: 8 (Ejemplo de secuencia de aminoácidos de gtrB –E. coli W3110 yfdH, GenBank: BAA16210.1) 

MKISLVVPVFNEEEAIPIFYKTVREFEELKSYEVEIVFINDGSKDATESIINALAVSDPLVVPLSFTRNFGKEPALFAGLDH
ATGDAIIPIDVDLQDPIEVIPHLIEKWQAGADMVLAKRSDRSTDGRLKRKTAEWFYKLHNKISNPKIEENVGDFRLMSRD
VVENIKLMPERNLFMKGILSWVGGKTDIVEYVRAERIAGDTKFNGWKLWNLALEGITSFSTFPLRIWTYIGLVVASVAFI35 
YGAWMILDTIIFGNAVRGYPSLLVSILFLGGIQMIGIGVLGEYIGRTYIETKKRPKYIIKRVKK 

SEQ ID NO: 9 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O4 rfb – O4–producción EPA cepa BVEC–L–00684f) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA40 
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA45 
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA50 
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCAGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAG55 
GATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCGGAAACCGGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAA
CGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCTGCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGAT
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GCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAA
TATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACTGGTCTGCTCTTGATAGCGACAAGAAAAATAG
CTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTATATGGTGATTTGCCTCATCCTGACGAGGTAAATAATACAGAA
GAATTACCCTTATTTACTGAGACAACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCCTTATTCCGCATCCAAAGCATCCAGCGAT
CATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACCTATGGTTTACCGACCATTGTGACTAATTGCTCTAACAATTATGGTCCTT5 
ATCATTTCCCGGAAAAATTGATTCCATTGGTTATTCTCAATGCTCTGGAAGGTAAAGCATTACCTATTTATGGTAA
AGGGGATCAAATTCGCGACTGGCTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTTATATACCGTCGTAACCGAAGGTA
AAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATAGATGTAGTGCTCACTATTTGTGATT
TGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTTGCCGATCGTCCGGGACAC
GATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAATATTGGTCGCGAATTGGGATGGAAACCACAGGAAACGTTTGAGAG10 
CGGGATTCGGAAGACAGTGGAATGGTATCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGTGCCTATCA
ATCGTGGATTGAAGAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGGCAGGTAGG
TTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAACTTGATTGCTCTTGATGTTCATTCCACTGATTATTGTGG
CGATTTCAGTAACCCCGAAGGTGTGGCTGAAACCGTCAAAAAAATTCGCCCAGATGTTATTGTTAATGCTGCTGC
TCATACCGCGGTAGATAAGGCTGAGTCAGAACCAGAATTTGCACAATTACTCAATGCGACCAGCGTTGAAGCAAT15 
TGCAAAAGCGGCTAATGAAGTTGGGGCTTGGGTAATTCATTACTCAACTGACTACGTCTTCCCTGGAAATGGCGA
CATGCCATGGCTCGAGACTGATGTAACCGCTCCGCTCAATGTTTATGGCAAAACCAAATTGGCTGGAGAAAGAG
CATTACAAGAACATTGCGCAAAGCATCTTATTTTCCGTACCAGCTGGGTATATGCAGGTAAAGGAAATAACTTTG
CCAAAACAATGTTACGTCTGGCAAAAGAGCGCGAAGAACTGGCTGTGATAAACGATCAGTTTGGCGCACCAACA
GGTGCTGAATTGCTGGCTGATTGCACCGCTCATGCCATTCGCGTGGCATTAAAAAAACCAGAAGTTGCTGGCTT20 
GTACCATCTGGTAGCAAATGGCACAACAACCTGGCACGATTACGCCGCGCTAGTATTCGAAGAAGCCCGTAAAG
CAGGGATTGACCTTGCACTTAACAAACTCAACGCCGTACCAACAACGGCTTATCCTACTCCAGCCCGCCGTCCT
CATAATTCTCGCCTCAATACCGAAAAGTTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTGGGCGT
GAAACGTATGCTCAACGAATTATTTACGACTACGGCAATTTAACAAATTTTTGCATCTCGCTCATGATGCCAGAGC
GGGATGAATTAAAAGGAATGGTGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTCTGGCTGGTGGTTCCGGCACTCGTC25 
TTTATCCTGTGACGATGGCAGTGAGTAAACAACTGCTGCCGATTTATGATAAGCCGATGATTTATTATCCGCTTTC
AACGCTTATGTTAGCGGGTATTCGCGATATTCTTATTATCAGTACGCCACAGGATACACCGCGTTTCCAACAATT
GTTGGGGGACGGGAGTCAGTGGGGGCTTAATCTACAGTATAAAGTACAACCGAGTCCGGATGGCCTGGCGCAA
GCGTTTATTATTGGTGAAGACTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCACTCGTACTTGGCGATAATATCTTCTATGGAC
ACGACTTGCCGAAATTAATGGAAGCTGCTGTTAACAAAGAAATCGGTGCAACGGTATTTGCTTATCACGTCAATG30 
ATCCTGAACGTTATGGTGTCGTGGAGTTTGATAATAACGGTACTGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGCTGGAAC
CAAAAAGTAACTATGCGGTTACTGGGCTTTATTTCTATGACAATGATGTTGTAGAAATGGCGAAAAACCTTAAGCC
TTCTGCCCGTGGCGAACTGGAAATTACCGATATTAACCGTATTTATATGGAGCAGGGACGTTTGTCTGTCGCTAT
GATGGGGCGTGGTTATGCCTGGTTGGATACTGGTACACATCAAAGTCTTATTGAAGCAAGTAACTTCATTGCCAC
CATTGAAGAGCGTCAGGGATTAAAGGTATCTTGCCCGGAAGAGATTGCTTACCGTAAAGGGTTTATTGATGCTGA35 
GCAGGTGAAAGTATTAGCCGAACCGCTGAAGAAAAATGATTATGGTCAGTATCTGCTAAAAATGATTAAAGGTTA
TTAATAAAATGAACGTAATTAAAACTGAAATTCCTGATGTGCTGATTTTTGAACCAAAAGTTTTTGGTGATGAACGT
GGCTTCTTTTTTGAGAGTTTTAACCAGAAAGTATTTGAAGAAGCTGTAGGACGGAAGGTTGAATTTGTTCAGGATA
ACCATTCTAAGTCTAAAATAAATGTATTGCGTGGGATGCATTATCAAACACAAAATACTCAAGGAAAACTGGTTCG
GGTAATTTCTGGTTCAGTATATGATGTTGCCGTAGATTTAAGAGAAAAATCAAAGACATTTGGCAAATGGGTGGG40 
TGTAGAATTATCTGGGAATAATAAAAGACAATTGTGGATCCCCGAAGGTTTTGCCCATGGTTTTTATGTGTTGGAG
GAGAATACCGAATTTGTTTATAAATGTACCGATACTTATAACCCTGCTCATGAACACACATTGCTATGGAATGATC
CAACTATCAATATAAGTTGGCCAATCATACAAAACTGCAAGCCAATTATTTCTGAAAAAGATGCTAATGGACATCT
TTTTTCACATAAAACCTATTTCTGAAATGCAATATTATGAGTTTAATTAGAAACAGTTTCTATAATATTGCTGGTTTT
GCTGTGCCGACATTAGTTGCAGTCCCTGCTTTGGGGATTCTTGCCAGGCTGCTTGGACCGGAGAATTTTGGACT45 
TTTCACACTAGCATTCGCTTTGATAGGATATGCAAGTATTTTCGACGCCGGGATTAGTCGAGCTGTAATCAGAGA
AATCGCTCTTTATCGAGAAAGTGAAAAAGAGCAAATACAAATTATTTCGACAGCAAGTGTAATCGTACTATTCTTA
GGGGTGGTTGCAGCTTTGTTACTTTATTTTAGTAGTAATAAAGTTGTTGAGTTATTGAATGTTAGTTCCGTTTATAT
TGAAACAGCAGTGCGTGCATTCTCTGTTATTTCATTTATAATACCTGTGTATCTGATTAACCAGATTTGGCTTGGT
TATCTGGAAGGGCTAGAAAAATTTGCAAATATAAATGTTCAGAGAATGATTTCTAGCACAAGCTTGGCTATATTAC50 
CAGTGATATTTTGTTATTACAATCCCTCGTTGCTTTATGCTATGTATGGGTTGGTGGTTGGGCGTGTGATTTCATT
TTTGATTAGCGCAATAATTTGTCGAGATATTATTCTTAAAAGTAAACTTTACTTTAATGTGGCAACTTGCAATCGTC
TTATCTCTTTTGGTGGATGGATAACAGTTAGTAATATCATAAGCCCAATCATGGCATATTTCGACCGCTTTATCAT
CTCTCATATTATGGGGGCTTCGAGAATTGCATTTTATACAGCGCCCTCAGAGGGTGTATCAAGGTTAATTAATATC
CCATATGCTTTGGCAAGAGCTCTATTTCCTAAATTGGCATATAGCAATAATGATGATGAACGAAAAAAATTACAAC55 
TACAGAGCTACGCAATTATAAGCATTGTATGTCTACCCATAGTTGTTATTGGTGTCATTTTTGCCTCATTCATAATG
ACAACATGGATGGGACCTGATTATGCCTTAGAAGCAGCAACTATCATGAAAATACTTCTTGCTGGTTTTTTCTTTA
ACTCTTTAGCGCAAATACCTTATGCATACTTGCAATCTATCGGAAAGTCAAAAATTACCGCATTTGTGCATCTCAT
AGAACTTGCGCCATACTTATTATTATTGTATTACTTCACAATGCATTTCGGCATAATTGGCACGGCAATCGCTTGG
TCACTTAGAACATTTTGTGATTTTGTTATACTACTTTCGATATCGAGAAGAAAATGATTGCGGTTGATATTGCGCTT60 
GCAACCTACAATGGTGCTAATTTTATTCGGCAACAGATTGAATCTATCCAGAAACAAACTTATAGAAATTGGCGTC
TTATAATAAGTGATGATAACTCGAGTGATGATACTGTTGATATTATTAAGGATATGATGTCTAACGACAGTCGTAT
CTATTTGGTAGGAAATAAAAGACAAGGAGGGGTTATTCAGAACTTTAATTATGCTCTTTCACAAACTACATCTGAA
ATTGTGTTACTATGTGACCAGGATGACATTTGGCCGGAGGAGCGTCTGGAAATTCTTATAGATAAATTTAAGGCC
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TTGCAGCGTAATGATTTTGTTCCGGCAATGATGTTTACTGATTTGAAATTAGTAGACGAAAATAATTGTTTGATTG
CAGAAAGTTTTTATCGAACGAATAATATTAATCCACAAGATAATCTGAAAAATAATAATCTTCTCTGGCGTTCAACG
GTATATGGCTGTACTTGCATCATGAATAAGAAACTTGTTGATATTGCATTGCCTATACCTACATATGCACATATGC
ATGATCAATGGTTGGCATTATTAGCGAAGCAATATGGTAACATTTTTTATTTCGACTATGCGTCTGTTCGTTATAG
GCAACATTCTACAAATGTTGTTGGTGGTAGAAATAAAACGCCATTTCAAAAATTTAATTCCATACAAAAAAACCTAA5 
AAAGGATTAATTTGCTAGTGGATAGAACTGTTGCTTTAATTAAATCAAATAACGATTTCTATCCAGGGAATAAAATG
GAAAATAAAATTGATTACTTAAAATTTGGAGTGAATGAAGTATTACCTTATCTTTTTAAAGGAAACAAGAAAGTTTT
TTCACTTTGTGTATTAATTAGTTTGGCATTACAAAAATGATATATTTATTATTTTTTTTTGCACTGTTTATGATCTGTA
CGTTTTTAACACACAGGCGACAGGCATTATATGTTGTATCTGCGTTAGTATTTCTTTTTTTGGCTTTAACCTATCCA
TCAGGAGGGGACTGGATAGGTTATTTTCTCCATTATGACTGCATGGTTAATGAGCAGTGTAATAATGGTTTTATAA10 
TGTTTGAACCTGGATATGAATTAATTGTTTCCTTATTTGGATATTTGGGATTTCAGACAATTATTATTTTTATAGCC
GCTGTAAATGTAATTCTAATATTAAATTTTGCAAAGCATTTTGAAAACGGAAGTTTTGTTATTGTTGCGATAATGTG
CATGTTCCTTTGGAGTGTTTATGTTGAGGCGATTAGACAGGCTCTGGCCTTATCTATAGTTATATTTGGGATTCAT
TCTCTTTTTTTGGGTAGAAAAAGGAAATTTATAACATTAGTATTATTTGCGTCAACTTTCCATATAACTGCTTTGATT
TGTTTTCTTCTAATGACTCCTCTATTTTCAAAGAAATTAAGCAAGATAATAAGTTATAGCCTATTAATTTTCAGTAGC15 
TTCTTTTTCGCTTTTTCTGAAACCATATTAAGTGCACTCCTTGCAATTTTGCCAGAAGGATCCATTGCCAGTGAAA
AATTAAGTTTTTACTTAGCAACCGAGCAATACAGGCCACAGTTATCTATTGGGAGTGGCACTATTCTTGACATTAT
ACTTATTTTTCTGATATGTGTAAGTTTTAAACGAATAAAGAAATATATGCTCGCTAATTATAATGCTGCAAATGAGA
TATTGCTTATTGGTTGCTGTCTTTATATTTCTTTCGGTATTTTTATCGGGAAAATGATGCCAGTTATGACTCGCATT
GGTTGGTATGGTTTTCCATTTGTTATAGTACTTCTTTATATTAACTTGGGTTATTCAGAATATTTTAAGAGGTATATA20 
AATAAAAGAGGGTGTGGGTATAGCAAATTATTAATTGCTTTTTATTTTTTGCTACAAATTTTGCGACCATTAACATA
TGATTATAGCTATTATAATATAATGCACCAGGATACTTTGCTGAATAGGTTTGATGCATTAGATGATGCATCATTAA
GACAATCAGCGAAGAGAAAATGTTTCGATTTGGGAAAGATAGGATATGGTTTCTTATGTAGTATATAATATCCTGC
ATTCATTCGGATAATTTCCTATGGAAGTGTCCTTTGCTCTGTCTGTCCTCATTTGTTGAAATTTTATGTTAATAAGA
AGCTTTAGATAACCACTTAGGAACTGTATGTTTGATCTGTCCAAAAATTATATTATTGTAAGTGCGACGGCGCTGG25 
CTTCCGGAGGTGCATTAACTATATTAAAGCAATTTATAAAACATGCATCACAAAATTCAAATGACTATATTATGTTT
GTATCTGCGGGATTGGAGTTGCCGGTCTGTGATAACATCATTTACATAGAAAACACACCAAAAGGATGGTTGAAA
AGAATATATTGGGATTGGTTCGGTTGTCGGAAGTTTATCTCGGAACATAAGATTAACGTTAAGAAAGTAATTTCTC
TACAAAATTCCAGTTTGAATGTTCCTTACGAACAGATTATTTACTTGCACCAGCCAATTCCTTTTAGTAAAGTTGAT
TCTTTTTTAAAAAATATCACATCCGATAACGTAAAGCTTTTTTTATATAAAAAGTTTTATTCCTATTTTATATTTAAAT30 
ATGTGAATGCCAATACAACCATCGTAGTGCAAACGAATTGGATGAAAAAAGGAGTGCTGGAGCAATGTGATAAAA
TTAGTACCGAAAGGGTCCTTGTTATAAAACCTGATATCAAAGCATTTAATAATACTAATTTTGATGTAGATATGGAT
GTATCTGCAAAAACACTCTTATATCCAGCGACACCACTTACCTATAAAAATCATTTGGTCATTCTGAAGGCGTTGG
TTATTTTAAAGAAAAAGTATTTTATAGATGATCTGAAATTCCAAGTGACTTTTGAAAAGAATAGGTACAAAAATTTT
GATAAGTTTGTGCAATTAAATAACTTAAGCAAAAACGTTGATTATCTCGGCGTTCTTTCATACTCGAACTTGCAAA35 
AAAAATATATGGCGGCATCTTTAATCGTTTTTCCTAGCTATATCGAATCATATGGGTTACCACTCATCGAAGCTGC
TAGTTTAGGAAAAAAAATCATTAGTAGTGATCTTCCTTATGCCCGGGATGTTTTAAAGGATTATAGCGGCGTAGAT
TTTGTAATTTACAATAATGAAGATGGCTGGGCTAAGGCGTTGTTTAATGTTTTAAATGGCAATTCGAAGCTCAATT
TTAGGCCTTATGAAAAAGATAGTCGTTCATCTTGGCCACAGTTCTTCTCTATTTTGAAATAAGGTGTATTATGTTTA
ATGGTAAAATATTGTTAATTACTGGTGGTACGGGGTCTTTCGGTAATGCTGTTCTAAGACGTTTTCTTGACACTGA40 
TATCAAAGAAATACGTATTTTTTCCCGGGATGAAAAAAAACAAGATGACATGAGGAAAAAATATAATAATCCGAAA
CTTAAGTTCTATATAGGTGATGTTCGCGACTATTCGAGTATCCTCAATGCTTCTCGAGGTGTTGATTTTATTTATCA
TGCTGCAGCTCTGAAGCAAGTACCTTCCTGCGAATTCCACCCAATGGAAGCTGTAAAAACGAATGTTTTAGGTAC
GGAAAACGTACTGGAAGCGGCAATAGCTAATGGAGTTAGGCGAATTGTATGTTTGAGTACAGATAAAGCTGTATA
TCCTATCAATGCAATGGGTATTTCCAAAGCGATGATGGAAAAAGTAATGGTAGCAAAATCGCGCAATGTTGACTG45 
CTCTAAAACGGTTATTTGCGGTACACGTTATGGCAATGTAATGGCATCTCGTGGTTCAGTTATCCCATTATTTGTC
GATCTGATTAAATCAGGTAGACCAATGACGATAACAGACCCTAATATGACTCGTTTCATGATGACTCTCGAAGAC
GCTGTTGATTTGGTTCTTTACGCATTTGAACATGGCAATAATGGTGATATTTTTGTCCAAAAGGCACCTGCGGCTA
CCATCGAAACGTTGGCTATTGCACTCAAAGAATTACTTAATGTAAACCAACACCCTGTAAATATAATCGGCACCC
GACACGGGGAAAAACTGTACGAAGCGTTATTGAGCCGAGAGGAAATGATTGCAGCGGAGGATATGGGTGATTAT50 
TATCGTGTTCCACCAGATCTCCGCGATTTGAACTATGGAAAATATGTGGAACATGGTGACCGTCGTATCTCGGAA
GTGGAAGATTATAACTCTCATAATACTGATAGGTTAGATGTTGAGGGAATGAAAAAATTACTGCTAAAACTTCCTT
TTATCCGGGCACTTCGGTCTGGTGAAGATTATGAGTTGGATTCATAATATGAAAATTTTAGTTACTGGCGCTGCA
GGGTTTATCGGTCGAAATTTGGTATTCCGGCTTAAGGAAGCTGGATATAACGAACTCATTACGATAGATCGTAAC
TCTTCTTTGGCGGATTTAGAGCAGGGACTTAAGCAGGCAGATTTTATTTTTCACCTTGCTGGGGTAAATCGTCCC55 
GTGAAGGAGTGTGAATTTGAAGAGGGAAATAGTAATCTAACTCAACAGATTGTTGATATCCTGAAAAAAAACAATA
AAAATACTCCTATCATGCTGAGTTCTTCCATCCAGGCTGAATGTGATAACGCTTATGGAAAGAGTAAAGCAGCTG
CGGAAAAAATCATTCAGCAGTATGGGGAAACGACAAACGCTAAATATTATATTTATCGCTTGCCGAATGTATTCG
GTAAGTGGTGTCGACCAAATTATAACTCCTTTATAGCAACTTTCTGCCATCGCATTGCAAATGATGAAGCTATTAC
AATTAATGATCCTTCAGCAGTTGTAAATCTGGTGTATATAGATGACTTTTGTTCTGACATATTAAAGCTATTAGAAG60 
GAGCGAACGAAACTGGTTACAGGACATTTGGTCCAATTTATTCTGTTACTGTTGGTGAAGTGGCACAATTAATTTA
CCGGTTTAAAGAAAGTCGCCAAACATTAATCACCGAAGATGTAGGTAATGGATTTACACGTGCATTGTACTCAAC
ATGGTTAAGTTACCTGTCTCCTGAACAGTTTGCGTATACGGTTCCTTCTTATAGTGATGACAGAGGGGTATTCTGT
GAAGTATTGAAAACGAAAAACGCGGGCCAGTTTTCGTTCTTTACTGCGCATCCAGGAATTACTCGGGGTGGTCAT
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TATCATCATTCCAAAAATGAGAAATTTATTGTCATCCGAGGAAGTGCTTGTTTCAAATTTGAAAATATTGTCACGAG
TGAACGATATGAACTTAATGTTTCCTCTGATGATTTTAAAATTGTTGAAACAGTTCCGGGATGGACGCATAACATT
ACTAATAATGGCTCGGATGAGCTAGTTGTTATGCTTTGGGCAAATGAAATATTTAATCGTTCTGAACCAGATACTA
TAGCGAGAGTTTTATCGTGAAAAAATTGAAAGTCATGTCGGTTGTTGGGACTCGTCCAGAAATTATTCGACTCTC
GCGTGTCCTTGCAAAATTAGATGAATATTGTGACCACCTTATTGTTCATACCGGGCAAAACTACGATTATGAACTG5 
AATGAAGTTTTTTTCAAAGATTTGGGTGTTCGCAAACCTGATTATTTTCTTAATGCCGCAGGTAAAAATGCAGCAG
AGACTATTGGACAAGTTATCATTAAAGTTGATGAGGTCCTTGAACAGGAAAAACCAGAAGCCATGTTAGTACTTG
GCGATACTAACTCCTGTATTTCAGCAATACCAGCAAAGCGTCGAAGAATTCCGATCTTCCATATGGAGGCTGGGA
ATCGTTGTTTTGACCAACGCGTACCGGAAGAAACTAACAGAAAAATAGTTGATCATACCGCTGATATCAATATGA
CATATAGTGATATCGCGCGTGAATATCTTCTGGCTGAAGGTGTACCAGCCGATAGAATTATTAAAACCGGTAGCC10 
CAATGTTTGAAGTACTCACTCATTATATGCCGCAGATTGATGGTTCCGATGTACTTTCTCGCCTGAATTTAACACC
TGGGAATTTCTTTGTGGTAAGTGCCCACAGAGAAGAAAATGTTGATACCCCTAAACAACTTGTGAAACTGGCGAA
TATACTTAATACCGTGGCTGAAAAATATGATGTCCCGGTAGTTGTTTCTACTCATCCTCGCACTCGTAACCGCATC
AACGAAAACGGTATTCAATTCCATAAAAATATCTTGCTTCTTAAGCCATTAGGATTTCACGATTACAACCATCTGC
AAAAAAATGCACGTGCTGTTTTATCGGATAGTGGGACTATTACAGAAGAGTCCTCCATTATGAACTTCCCTGCAC15 
TCAATATACGAGAAGCGCACGAACGCCCGGAAGGCTTCGAAGAAGGGGCAGTAATGATGGTCGGTCTTGAATCT
GATCGCGTTTTACAGGCATTAGAAATTATTGCAACACAGCCTCGTGGAGAAGTACGCTTACTTCGTCAGGTTAGT
GACTATAGCATGCCAAATGTTTCAGATAAAGTTCTGCGTATTATCCATTCATATACTGACTACGTTAAACGGGTTG
TCTGGAAGCAATACTAATGAAACTTGCATTAATCATTGATGATTATTTGCCCCATAGCACACGCGTTGGGGCTAAA
ATGTTTCATGAGTTAGGCCTTGAATTACTGAGCAGAGGCCATGATGTAACTGTAATTACGCCTGACATCTCATTAC20 
AAGCAATTTATTCTATTAGTATGATTGATGGTATAAAGGTTTGGCGTTTCAAAAGTGGACCTTTAAAGGATGTAGG
TAAGGCTAAACGTGCCATAAATGAAACTCTTTTATCTTTTCGCGCATGGCGCGCATTTAAGCACCTCATTCAACAT
GATACATTTGATGGTATCGTTTATTATTCCCCCTCTATTTTTTGGGGCGACTTGGTTAAAAAAATAAAACAACGAT
GCCAGTGCCCAAGCTATCTGATCCTAAGGGATATGTTTCCACAGTGGGTCATTGATGCAGGTATGTTGAAAGCC
GGTTCACCAATTGAAAAATATTTTAGGTATTTTGAAAAAAAGTCATATCAGCAGGCTGGCCGGATAGGGGTAATG25 
TCTGATAAGAATCTTGAGATATTTCGCCAGACCAATAAAGGTTATCCGTGTGAAGTTTTACGTAATTGGGCCTCAA
TGACTCCTGTGTCTGCCAGCGATGATTATCATTCACTTCGTCAAAAATACGATCTAAAAGATAAAGTCATTTTTTTC
TATGGCGGTAATATTGGGCATGCTCAGGATATGGCAAACTTAATGCGCCTTGCGCGTAATATGATGCGTTATCAT
GATGCTCATTTCCTGTTTATAGGGCAGGGTGATGAAGTTGAGCTGATAAAATCTCTTGCTGCAGAATGGAATTTA
ACTAATTTCACTCATCTACCTTCAGTGAACCAGGAAGAGTTTAAATTAATTTTATCTGAAGTTGATGTCGGCCTGT30 
TCTCCCTTTCATCTCGCCATTCTTCACATAATTTCCCCGGAAAATTACTAGGGTATATGGTTCAATCAATCCCGAT
CCTTGGGAGTGTGAATGGCGGCAATGATTTAATGGATGTAATTAATAAGCACAGAGCCGGTTTCATTCATGTTAA
TGGTGAAGATGATAAACTGTTTGAATCTGCACAATTGCTTCTTAGTGATTCAGTTTTAAGAAAACAGCTAGGTCAG
AACGCTAATGTGTTGTTAAAGTCTCAATTTTCGGTTGAATCGGCGGCACATACTATCGAAGTCCGACTGGAGGCT
GGAGAATGCGTTTAGTTGATGACAATATTCTGGATGAACTTTTTCGCACTGCAGCAAATTCTGAACGTTTGCGCG35 
CTCATTATTTATTGCACGCATCTCATCAGGAGAAGGTTCAACGTTTACTTATTGCATTTGTACGCGACAGCTATGT
TGAACCCCATTGGCATGAGTTACCGCATCAGTGGGAAATGTTTGTCGTCATGCAAGGGCAATTAGAAGTTTGTTT
GTATGAGCAAAATGGTGAGATCCAAAAACAGTTTGTTGTTGGAGACGGTACGGGAATAAGCGTCGTGGAATTTTC
CCCAGGAGATATACATAGTGTCAAATGCCTGTCACCAAAAGCCCTTATGTTGGAGATAAAGGAGGGGCCATTTG
ACCCACTCAAAGCTAAGGCTTTTTCTAAGTGGTTATAGGGCGATACACCACCGTTTATTCTTCTATCTTATTCTAT40 
ACATGCTGGGTTACCATCTTAGCTTCTTCAAGCCGCGCAACCCCGCGGTGACCACCCCTGACAGGAGTAGCTAG
CATTTGACCACCCCTGACAGGATTAGCTAGCATATGAGCTCGAGGATATCTACTGTGGGTACCCGGGATCCGTG
TAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATT
CATAT 

SEQ ID NO: 10 (Ejemplo de secuencia de señal para proteína portadora EPA) 45 

MKKIWLALAG LVLAFSASA 

SEQ ID NO: 11 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O1A rfb – O1A–producción EPA cepa stGVXN4411 y 

stLMTB10217) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA50 
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT55 
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG60 
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
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TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGCTAGCGTGAAGATACTTGTTACTAGGGGCGCAGGATTTATTGGTTCTGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAAT5 
ACGCAGGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCGGAAACCTGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGAC
TCTGAACGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCTGCTGCAATGGCGCGGATTTTTGCTCAGCATCAG
CCGGATGCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTGGATCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGA
AACCAATATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCGGCTCGCAATTACTGGTCTGCTCTTGATGGCGACAAGAA
AAATAGCTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTGCCTCATCCTGACGAAGTAAATAAT10 
AAAGAACAATTACCCCTCTTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCTAGTAGTCCTTATTCCGCATCAAAAGCATCC
AGCGATCATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACCTATGGTTTACCGACTATTGTGACTAACTGTTCGAATAACTAC
GGTCCTTATCACTTTCCGGAAAAATTGATTCCACTAGTAATTCTTAATGCTCTGGAAGGTAAGGCATTACCTATTT
ATGGCAAAGGGGATCAAATTCGTGACTGGCTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTTATATACCGTAGTTACTG
AAGGTCAAGCGGGTGAAACCTATAACATTGGCGGACACAACGAAAAGAAAAACATCGATGTTGTGCTGACTATTT15 
GTGATTTGTTGGACGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTACTTATGTTGCTGATCGCCCAG
GGCATGATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGAATTGGGATGGAAACCACAGGAAACGTTT
GAGAGTGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTATTTGGCTAATGCAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGTGC
CTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGGCAG
GTAGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTCCACTGATTAC20 
TGTGGTGATTTTAGTAACCCTGAAGGTGTGGCTGAAACAGTCAAAAGAATTCGACCTGATGTTATTGTTAATGCT
GCGGCTCACACCGCAGTAGATAAGGCTGAGTCAGAACCCGAATTTGCACAATTACTCAATGCGACTAGCGTTGA
ATCAATTGCAAAAGCGGCAAATGAAGTTGGGGCTTGGGTAATTCATTACTCAACTGACTACGTATTCCCTGGAAA
TGGCGACACGCCATGGCTGGAGATGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCTGGA
GAAAAAGCATTACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTAATTTTCCGTACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAGGAAAT25 
AATTTCGCCAAAACGATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAACTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTGGTGCG
CCAACAGGTGCTGAACTGCTGGCTGATTGTACGGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGC
AGGCTTGTACCATTTGGTAGCCAGTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGC
GCAATGCAGGCATTCCTCTTGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACTGCCTATCCTACACCAGCTCGTC
GTCCACATAACTCTCGCCTTAATACAGAAAAATTTCAGCAGAATTTTGCGCTTGTATTGCCTGACTGGCAGGTTG30 
GTGTGAAACGCATGCTCAACGAATTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGG
AGCAAGATGAATTAAAAGGAATGATGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACTCG
TCTTTATCCTGTGACTATGGTCGTCAGTAAACAGCTATTACCTATATATGATAAACCGATGATCTATTATCCGCTTT
CTACACTGATGTTAGCGGGTATTCGCGATATTCTGATTATTAGTACGCCACAGGATACTCCTCGTTTTCAACAACT
GCTGGGTGACGGTAGCCAGTGGGGCCTGAATCTTCAGTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGTCTTGCGCAG35 
GCATTTATTATCGGTGAAGAGTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATCTTCTACGGTC
ACGACCTGCCTAAGTTAATGGATGCCGCTGTTAACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATG
ATCCTGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATAAAAACGGTACGGCGATCAGCCTGGAAGAAAAACCGCTACAA
CCAAAAAGTAATTATGCGGTAACCGGGCTTTATTTTTATGATAACGACGTTGTCGAAATGGCGAAAAATCTTAAGC
CTTCTGCCCGCGGTGAACTGGAAATTACCGATATTAACCGTATCTATATGGAACAAGGGCGTTTATCTGTTGCCA40 
TGATGGGGCGTGGTTATGCGTGGTTAGACACGGGGACACATCAGAGCCTGATTGAGGCAAGCAACTTTATTGCA
ACAATTGAAGAGCGTCAGGGGCTGAAAGTTTCCTGCCCGGAAGAAATTGCTTACCGTAAAGGGTTTGTTGATGC
TGAGCAGGTGAAAGTATTAGCTGAACCTCTGAAAAAAAATGCTTATGGTCAGTATCTGCTGAAAATGATTAAAGG
TTATTAATAAAATGAACGTAATTAAAACAGAAATTCCTGATGTACTGATTTTTGAACCGAAAGTTTTTGGTGATGAG
CGTGGTTTCTTTTTTGAGAGCTTTAACCAGAAGGTTTTTGAGGAAGCTGTAGGCCGCAAAGTTGAATTTGTTCAG45 
GATAACCATTCGAAGTCTAGTAAAGGTGTTTTACGCGGGCTGCATTATCAGTTGGAACCTTATGCACAAGGAAAA
TTGGTGCGTTGCGTTGTCGGTGAAGTTTTTGACGTAGCTGTTGATATTCGTAAATCGTCATCGACTTTTGGCAAAT
GGGTTGGGGTGAATTTATCTGCTGAGAATAAGCGGCAATTGTGGATTCCTGAGGGATTTGCACATGGTTTTTTAG
TGCTGAGTGAGACGGCGGAGTTTTTGTATAAGACGACAAATTATTATCATCCTCAGAGTGATAGAGGAATAAAAT
GGGATGATCCAAGCATCAATATTTCATGGCCAGTCGATTCACAAGTGCTGCTATCAGCTAAAGATAATAAGCATC50 
CTCCATTAACAAAGATTGAAATGTATAGTTAAGATCACGATAAATCTTGGAAGGGTTGCAAAATTGAATAAAATAG
TGAGCAAAAGTGAAATAAGGAACGTAATCCACAATGCTGGCTATATGATGATTACTCAGATAGCTTTATATGTTGC
ACCATTATTTATACTGAGTTATCTGTTAAAAACACTGGGGGTTGCACAGTTTGGTAATTATGCCTTAATACTATCAA
TCGTTGCATATTTACAGATTATAACGGATTATGGTTTTTCTTTTAGTGCAAGTCGTGCGATCTCACAGAATAGAGA
GGACAAAGAATATATATCAAAAATTTATCTGTCAACTATGACTATCAAGTTGGCGATATGCGCTTTCTTATTCTTAT55 
TGCTCATGCTATTTTTAAATCTTTTGCCTGTGCAAGCTGAATTAAAACAAGGAATATTATATGGATATCTTCTTGTA
ATAGGAAATACTTTCCAACCACAATGGTTTTTCCAAGGTATCGAAAAATTAAAAATCATAGCCCTTTCTAATGTTAT
ATCAAGATGCGCCGCGTGTTTACTTGTATTTATCTATGTGAGGAATAGCGAGGATTTACAAAAAGCACTTTTAGTA
CAGTCACTTCCATTAGTAATTTCTGCGATTGGATTAAATATATTTATATTGAAATATATCAATATTATTTTTCCGGAA
AAAAAATTATTTAAGGTAATTTTAAAAGAAGGTAAGGATTTTTTTCTTGCATCACTTTATTCTGTTATTCTCAATAAT60 
AGTGGCATTTTTCTATTAGGGATTTTTACTAATCCTGTTATTGTTGGTGTATATGCCGCCGCTGAAAAGATAGTCA
AGGCCGTATTGTCGCTATTTACACCACTGACGCAAGCTATATATCCTTATAATTGTCGTAAGTTTTCACTATCCGT
ATTTGACGGCATTGAGGCAGCAAAAAAAACTGGTATACCAATTATAATTTTAGCATTTATAGCTGCTGTTATCGTT
GCAATTACCTTACCTGTTGCAATCGACTATCTTAATTTTCCAAAAGAAACAATTTTTGTAGGTCAAATATTAAGTGC
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ATGGATCTTTTTTGGTGTTCTTAATAATGTATTCGGCATTCAGATATTGAGTGCATCAGGAAGAAGTAAAATATATA
GTAGGATGGTATTCGTATCAGCGCTTATAACATTACTTTTGATTACTCTATTATTGCAGTTTTGTAACGCCACTGG
AGTGGCATGTGCAATATTATTGGGTGAAATGTTCTTATCAATATTGTTACTTAAGCGATATAAAAAAATAATTTAAG
GAATAGTTATGAAGAAGTTATTATTAGTGTTCGGTACTAGGCCTGAAGCAATAAAGATGGCCTCTATCATTGAATT
ATTAAAAAAAGATTGTAGATTCGAATATAAAATATGTGTGACAGGCCAACATAAAGAGATGCTTGATCAAGTTATG5 
CAAGTATTTGATGTTAAACCTGATTATAATTTACGGATTATGCAGCCTGGGCAAACATTAGTATCTATAGCAACAA
ATATACTCTCACGGTTAAGTGAAGTTTTAATTATAGAAAAGCCAGATATTATACTTGTGCATGGGGATACAACGAC
TACCCTTGCTGCTACTTTAGCTGGGTATTACCACCAAATAAAAGTTTGTCATGTGGAAGCAGGATTAAGAACAGG
GGATATTTACTCTCCTTGGCCTGAAGAGGGCAATCGTAAAGTTACAGGGGCATTAGCATGTATTCATTTCGCCCC
AACAGAGAGATCAAAAGATAATCTCCTGAGGGAGGGGGTCAAAGTAAATAATATATTTGTAACGGGTAATACCGT10 
CATCGACTCTTTATTTATTGCAAAAGATATCATAGATAATGACCCTAATATAAAGAACGCTTTACATAATAAATTTA
ATTTTCTTGATAAAAGCCGACGAGTAGTACTTATAACAGGTCATCGAAGAGAAAATTTCGGGAAAGGTTTTGAAG
ATATATGCTTTGCAATAAAGGAATTAGCTTTCATTTATCCTAATGTAGATTTTATTTATCCGGTGCATCTTAATCCC
AATGTAATGGAACCAGTACATCGTATATTAGATAATATATGTAATATTTACCTTATTGAGCCCTTGGATTATTTGCC
TTTTGTTTATTTAATGAATGAGTCATATTTAATATTGACTGATTCAGGGGGGATACAAGAAGAAGCGCCTTCGTTA15 
GGTAAACCGGTTTTGGTTATGCGTGATACTACTGAACGCCCTGAGGCGGTTGAGGCTGGTACTGTTGTATTAGT
GGGGACTTCTAAGATAAAAATAGTAAATAAAGTAACGGAGCTATTAAACAATGCTGATATCTACAATGCTATGTCT
CTGTTACATAATCCATATGGCGATGGAACAGCTGCTCAAAAAATTCTTAATGTGCTCGCCCAAGAGCTAATTTAAT
TTAAGCTAAAAATATGTTATTAATTATTGCTGATTATCCAAACGAAATGAATATGCGCGAGGGAGCTATGCAACGA
ATAGATGCGATAGACTCTCTCATTCGAGATCGCAAGCGAGTGTATTTGAATATTTCATTCAAAAAGCATCTAGTTC20 
GCTCAAATAGTTCCTTTAATAATGTTATAGTTGAAAATCTAAATGCAATTATTCACAGAAACATCATAAAACAGTAC
ATGCAAAAATCAACAACTATATATGTTCATTCTGTTTATAATTTATTAAAGGTTATAACGCTCATTGATCTAAAAAAA
ACAATTCTTGATATACATGGTGTTGTACCGGAAGAACTTTTGGCAGATAATAAAAAATTACTTAGTAAAGTATATAA
CATGGTGGAAAAAAAAGGTGTCCTTGGATGCAAAAAATTAATACACGTCAGTACAGAAATGCAAAAACACTATGA
AGCAAAATATGGAGTAAACTTGGCTGAAAGGTCAATAGTGCTCCCGATTTTTGAATATAAAAATATAACCCAATCG25 
CAAAACAAATGGACAGAAAATAAAATACGAAGTATCTATCTTGGAGGATTACAAACATGGCAAAATATTGATAAAA
TGATTCAAGTTTGTGATGACACAGTGATAAACAATGAAGCAGGTAAGTATGAATTCAACTTTTTCATCCCACAGAG
TAACTTGGAAGGGTTTATAGATAAATATTCGTTAAAATTACATAATATCAATGCTAATGCATCTACGCTATCACGTG
ATGAAGTAATTCCCTTTCTAAAAGAATGTCATATTGGTTTTGTATTGCGCGATGATATAATAGTAAACAGAGTTGC
GTGCCCTACAAAATTGGTTGAATATTTAGAGTGTGGTGTCGTTCCAGTTGTGCTCTCCCCACTTATAGGTGATTTT30 
TATTCGATGGGATATCAATACATTACTACAGAGGAAATGGCTAACAGAAGTATAAGTTTGTTGGATCTTGAAAAAA
TGGCTGCACATAATTTACAAATTTTGACTTCTTATCAGAAGAGAACCTACAAGGCACAGAAAGAACTTATTGCTCA
ACTGTGCTGAATTTTTTACATATATAAAATTATGTAAGCATATCGCGGGTCAGGTAATTGTATGCGTATCAAATATA
AAGATAACGGTTATATATTATGTTTTCTATTATGTTTCATTTTGAGCTACTTAGTTTTACTCAAATCTGACTACTTTC
CTGCTGATTTTCTGCCATATACAGAAATATACGATGGGACATACGGAGAAATCAATAATATTGAGCCTGCCTTTTT35 
ATATTTAACACGGTTGTTTCATTATTTAAATTTCCCCTATATATTTTTTGCAATGTTAGTTTGTGCCTTATGTTTAAG
TTGGAAAATAAAATATGCAAGAAAAATAATTAAAGATAGTTATATATATTTGTTCTTGTATGTATATGTATCATTTTA
TGTGTTTTTGCATGAAATGACTCAATTGCGCATAGCAATTGCAGTCACTATGTGCTATGTGTCGGTTTATTATTAC
TTTTATAAAAATTGTATTAAACATGCACTGCCATGGATGGTGTTGGCTATTTTGTTTCATTACAGCGCCTTGCTTTT
ATTTATGTCATTATTTATATACAGTTATAGGAGGTTATTAATAGTAATTATAGGGTTTGTAATATGTATGAGCTTTTT40 
AAACGTGTATGCAGATACAATTGCACTATATTTGCCAAATGAAAAAATAGTAAATTATTTATATAGTATTTCATCAT
CATTAGACAATAGAAATGATTTGGCAATATTCAACCTGAATAATATAATATTTTTATCAATATTTATTTTGATCTTTT
ATCTTAGCCGATATATAAAATTAAATGATAATGAGGCGAAGTTTATTAAGTATGTGCAATGTTCAGGAATATTAGC
CTTTTGTATTTTCTTTCTGGCTAGTGGAGTCCCGGTCATTGCTTATCGAACTGCAGAGTTGCTGCGAATATTTTAT
CCGATGGCTTTAGTATTAATCCTTTCGCATATAAAAAATAATAATATGCGTTATTTTATTGCAGTCATTATAGTTATC45 
CTTTCAGGCTTAATGTTGTTTATAACACTAAGGGCTGTATCAATAGTTGGTCAAGGATTATAAAATGAATGTTGCT
ATTTTGTTGTCTACGTATAATGGCGAAAAATATTTAGAGGAACAACTGGATTCATTGCTGCTTCAAAGTTATCAGG
ATTTTGTAGTGTATATCCGTGATGACGGATCATCTGATAGAACTGTAAATATAATAAACCAATACGTAATGAAAGA
TAACAGATTTATTAACGTGGGTAATTCAGAAAATCTTGGTTGTGCTGCTTCGTTTATTAATTTATTAAGAAATGCTT
CAGCCGATATTTATATGTTTTGTGACCAAGATGATTATTGGCTTCCGAATAAATTACAGCGTGCTGTGGATTATTT50 
TTCGGCTATTGATCCTTTACAACCTACCTTGTATCATTGCGATCTAAGCGTTGTTGATGAAAAACTTAATATTATAC
AAAATTCATTTTTGCAGCATCAGAAAATGTCAGCGTATGATTCAATGAGAAAAAATAATCTTTTCATACAAAATTTT
GTTGTTGGTTGTTCATGTGCTGTTAATGCTTCACTTGCGGAATTTGTTCTTTCGCGAATTGGAGAGCAGCATGTAA
AAATGATAGCTATGCATGACTGGTGGTTAGCCGTGACTGCAAAACTTTTTGGTCGAATCCATTTTGATAATACTCA
AACGATTCTTTATCGACAACATCAGGGCAATGTATTAGGTGCAAAATCATCAGGTATGATGCGTTTTATTCGATTA55 
GGATTAAATGGGCAAGGGATTTCGCGAGTAGTATCTTTTAGAAAAAAAGTTTGTGCGCAAAATAAGCTTCTTTTAG
ATGTCTATGATAAAGATTTAAATCTTGAGCAAAAAAAATCTATCAGGCTTGTAATTGAGGGCCTTAAAGAGAACTC
TTCAATTGCTGACCTTTTAAAATGTTTCTATCATGGTAGCTATATGCAAGGTTTTAAACGTAATCTTGCCTTAATAT
ATTCAGTTCTTTACACAAAAAAAAGAAGATAGTGTATCCTTATGAAAAAAATTGCTATTATCGGTACTGTTGGCATA
CCAGCATCATATGGCGGATTTGAAACATTAGTTGAAAATTTAACAAGATACAATTCCTCGGGAGTTGAATATAATG60 
TTTTTTGTTCATCGTTTCACTACAAATCCCACCAAAAAAAACATAATGGGGCCCGTTTAATTTATATTCCGCTTAAA
GCCAATGGATGGCAGAGCATTGCGTATGACATAATTTCGTTAGCATATTCTATTTTTTTGAAGCCTGATGTGATTC
TGATTTTAGGGGTTTCTGGTTGTTCATTTTTGCCTTTCTTCAAACTCTTAACACGCGCTAAGTTTATTACTAATATT
GATGGCCTGGAATGGCGAAGAGATAAATGGAATTCAAAAGTGAAACGTTTCTTAAAATTTTCAGAAAAAATCGCA
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GTTCAATATTCGGATGTCGTTATTACGGATAATGAGGCAATTTCTGAGTACGTTTTTAACGAGTATAATAAAGATA
GCCGAGTTATTGCCTATGGAGGGGATCATGCATGGTTAAATACTGAGGATGTATTTACAACAAGAAATTATAAAA
GCGATTACTACCTTTCTGTATGTCGTATCGAACCCGAAAACAATGTAGAATTAATTTTAAAAACATTTTCAAAGCTA
AAATATAAAATAAAATTTATTGGAAATTGGAATGGCAGCGAGTTTGGAAAGAAACTTAGGCTGCATTATTCTAACT
ATCCAAATATTGAAATGATTGATCCGATTTATGATCTTCAACAATTATTTCACTTACGAAATAATTGCATAGGATAT5 
ATACATGGTCATTCGGCTGGAGGAACAAACCCTTCTTTAGTCGAGGCAATGCATTTTAGTAAACCTATATTTGCAT
ATGATTGTAAGTTTAATAGGTACACTACTGAAAATGAAGCATGTTATTTTTCTAATGAATCTGACCTCGCAGAGAA
AATCATAATGCATTGTGAGCTATCATTAGGTGTCTCTGGCACGAAAATGAAAGAAATTGCTAACCAGAAATACACT
TGGAGACGAATAGCAGAAATGTATGAGGATTGCTATTAACTCTGTTAAACTTCAAATCTTTTACAATATATGGCAT
GACTATAAGCGCATTAATTGTTTTTCAAGCCGCTCTCGCGGTGACCACCCCCTGACAGGGGATCCGTGTAGGCT10 
GGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATG
GATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACAT
TCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGT
AGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCA
ACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTG15 
AAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGC
TGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGAC
ACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGA
GGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGA
CCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTAT20 
GTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGT
GGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCT
GATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGA
AGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATT
ACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGT25 
CCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAA
TCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGC
GAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGC
CGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGC
TGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTAC30 
GACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTA
TAAGCGTATCGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA 

SEQ ID NO: 12 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus 02 rfb – O2–producción EPA cepa stGVXN4906) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA35 
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT40 
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG45 
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA50 
AGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCAGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAG
GATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCGGAAACCGGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAA
CGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCTGCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGAT
GCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAA
TATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACTGGTCTGCTCTTGATAGCGACAAGAAAAATAG55 
CTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTGCCTCATCCAGATGAAGTAAATAATACAGAA
GAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCCTTATTCCGCATCCAAAGCATCCAGCGAT
CATTTAGTCCGCGCATGGAAACGTACGTATGGTTTACCGACCATTGTGACTAATTGCTCGAACAACTATGGTCCG
TATCACTTCCCGGAAAAGCTTATTCCATTGGTTATTCTTAATGCACTGGAAGGTAAGGCATTACCTATTTATGGCA
AAGGGGATCAAATTCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTCGTGCGTTATATACCGTCGTAACCGAAGGT60 
AAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGCGGACACAACGAAAAGAAAAACATCGATGTTGTGCTGACTATTTGTGAT
TTGTTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTACTTATGTTGCTGATCGCCCAGGGCAT
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GATCGCCGTTATGCAATTGATGCCGATAAAATTAGCCGCGAATTGGGCTGGAAACCACAGGAAACGTTTGAGAG
CGGGATTCGCAAAACGGTGGAATGGTATCTGGCTAATACAAATTGGGTTGAGAATGTGAAAAGCGGTGCTTATC
AGTCATGGATCGAACAAAACTATGAGGGCCGTCAGTAATGAATATCCTGCTTTTCGGCAAAACAGGGCAGGTGG
GTTGGGAACTGCAGCGTGCTCTGGCGCCGCTGGGTAATCTGATCGCTCTTGATGTTCACTCCACTAATTATTGT
GGAGATTTCAGCAACCCCGAAGGTGTGGCAGAAACCGTCAAAAAAATTCGTCCTGACGTTATTGTTAATGCTGCT5 
GCTCACACTGCAGTAGATAAAGCAGAATCAGAACCGGATTTCGCACAATTACTTAACGCGACAAGCGTCGAAGC
GATTGCAAAAGCTGCTAATGAAGTCGGGGCCTGGGTTATACACTACTCTACTGATTATGTTTTCCCAGGCAGTGG
TGACGCGCCATGGCTGGAAACGGATGCAACAGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACAAAATTAGCTGGGGAAA
AGGCATTACAAGAACATTGCGCAAAGCATCTTATTTTCCGTACCAGCTGGGTATACGCTGGTAAAGGAAATAACT
TTGCTAAAACGATGTTGCGTTTGGCAAAAGAACGCGAAGAACTGGCTGTGATAAACGATCAGTTTGGCGCACCA10 
ACAGGTGCTGAATTGCTGGCTGATTGCACCGCTCATGCCATTCGCGTGGCATTAAAAAAACCAGAAGTCGCTGG
CTTGTACCATCTGGTAGCAAGTGGCACAACAACCTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCA
AAGCAGGGATTAATCTTGCACTTAACAAACTTAACGCCGTGCCAACAACGGCCTATCCCACACCAGCCCGTCGA
CCCCATAACTCTCGCCTCAATACAGAAAAGTTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTGGG
CGTGAAACGTATGCTCAACGAATTATTTACGACTACGGCAATTTAACAAATTTTTGCATCTCGCTCATGATGCCAG15 
AGCGGGATGAATTAAAAGGAATGGTGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTCTGGCTGGTGGTTCCGGCACTC
GTCTTTATCCTGTGACGATGGCAGTGAGTAAACAATTGCTGCCGATTTATGATAAGCCGATGATTTATTATCCGCT
TTCAACGCTTATGTTAGCGGGTATTCGCGATATTCTTATTATTAGTACGCCACAGGATACACCGCGTTTCCAACAA
TTATTGGGGGACGGGAGCCAGTGGGGTCTTAATCTACAGTATAAAGTACAACCGAGTCCGGATGGCCTGGCGC
AAGCGTTTATTATTGGCGAAGACTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCACTCGTACTTGGCGATAATATCTTCTATGG20 
ACACGACTTGCCGAAATTGATGGAAGCTGCTGTTAACAAAGAAAGCGGTGCAACGGTATTTGCTTATCACGTTAA
TGATCCTGAACGCTATGGTGTCGTGGAGTTTGATAATAACGGTACGGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGCTGG
AGCCAAAAAGCAACTATGCGGTTACTGGGCTTTATTTCTATGACAATGACGTTGTGGAAATGGCTAAAAACCTTA
AGCCTTCTGCCCGTGGCGAACTGGAAATTACCGATATTAACCGTATTTATATGGAACAAGGACGTTTGTCTGTAG
CCATGATGGGGCGTGGCTATGCATGGTTGGATACAGGGACGCATCAAAGCCTTATTGAAGCAAGTAACTTCATT25 
GCAACAATTGAAGAGCGTCAGGGATTAAAGGTATCTTGCCCGGAAGAGATTGCTTACCGTAAAGGGTTTATTGAT
GCCGAGCAGGTGAAAGTATTAGCCGAACCGCTTATCAAGAATCAATATGGTCAATATTTGCTGAAAATGATCAGC
GAATAGTATATGGGAACTCAATGATGGATATTAAATTAATCTCTTTGCAAAAACATGGGGATGAGCGCGGTGCAT
TAATTGCTCTTGAAGAGCAACGAAATATACCTTTCGAAGTCAAAAGAATATATTACATACTTGAGACTCTTAATGG
AGTAAGACGCGGATTTCATGCGCACAAGGTTACTCGTCAGTTAGCTATTGTAGTCAAGGGAGCTTGTAAATTTCA30 
TCTGGATAATGGTAAAGAAACAAAGCAGGTGGAACTTAATGATCCAACAATTGCGTTGCTGATAGAACCCTATAT
ATGGCATGAAATGTATGATTTTAGTGATGATTGTGTGCTGCTTGTAATTGCGGATGATTTCTATAAAGAGTCTGAT
TATATCCGCAATTATGATGATTTTATTAGAAGAGTAAATTCAATTGAGAATTCATAAGCTAAGTGACGTCCAGACA
ACATCAATTGGTGATGGAACAACTATCTGGCAGTTTGTTGTGATACTAAAAGGTGCTGTAATTGGTAATAATTGCA
ACATCTGTGCAAATACCTTAATTGAAAATAACGTTGTAATTGGTAACAATGTCACAGTCAAAAGCGGTGTGTATAT35 
TTGGGATGGCGTTAAAATAGAGGATAATGTTTTTATTGGTCCTTGTGTAGCATTTACAAATGATAAGTATCCTCGC
TCTAAAGTCTATCCTGATGAATTTTTGCAAACAATAATACGCAAAGGAGCATCAATAGGTGCTAACGCAACCATCC
TGCCAGGAATTGAAATTGGTGAAAAAGCAATCGTTGGTGCGGGGAGTGTTGTAACCAAAAATGTACCGCCATGC
GCAATAGTAGTAGGTAATCCAGCTCGATTTATTAAATGGGTAGAGGATAATGAATAAAATTGATTTTTTAGATCTTT
TTGCAATTAACCAGCGACAGCACAAAGAATTAGTCTCTGCGTTTAGTAGGGTGCTAGATTCTGGTTGGTATATCA40 
TGGGCGAAGAACTTGAGCAGTTCGAGAAAGAGTTCGCAGAATACTGTGGAGTTAAGTATTGCATTGGTGTAGCA
AATGGCCTTGATGCGTTGATACTAGTATTGAGGGCATGGAAAGAACTTGGCTATCTTGAAGACGGTGACGAGGT
ATTAGTACCGGCAAATACATATATTGCTTCTATTCTTGCTATAACAGAGAACAAACTTGTTCCTGTTCTTGTTGAAC
CAGATATAGAAACTTATAATATTAATCCTGCTTTAATTGAAAATTACATTACGGAAAAAACTAAAGCAATATTACCG
GTTCACTTATATGGTCTATTGTGCAATATGCCAGAAATTAGTGCAATCGCCAGAAAATATAATCTGTTGATTCTTG45 
AAGATTGTGCACAAGCACATGGTGCAATACGTGATGGTCGCAAAGCTGGAGCTTGGGGGGATGCTGCAGGATTT
AGTTTTTATCCAGGAAAAAACCTTGGAGCTTTGGGGGATGCGGGAGCTGTTACTACAAATAATGCAGAATTATCC
TCAACTATAAAAGCTTTGCGAAATTATGGGTCACATAAGAAATATGAAAATATTTATCAGGGATTGAATAGTCGAT
TGGATGAACTGCAAGCAGCCTTATTGCGTGTAAAAATCCATACATTACCGGAAGATACTGCGATTCGGCAAAGGA
TTGCTGAAAAATATATTCGTGAAATAAAAAACCCTGCGATTACGTTACCAGTGTACGAAGGCCAAGGTGCGCATG50 
TTTGGCATTTATTTGTAGTAAGAATCGCTAATCGTGAAAAATTCCAGTCATACTTATTAGAGAAGGGTATCAAAAC
CTTAATTCACTATCCATTACCACCCCATAAGCAGCAAGCATATCAAAATATGTCTAGCCTTAGCCTTCCAATTACT
GAGCAAATTCATGATGAAGTCATTTCTTTACCTATAAGTCCGGTAATGAGTGAAGATGATGTCAATTATGTAATCA
AAATGGTCAATGATTACAAGTAATGAAAAAATTTCTTCAGGTAACTATATTATCCGCTATCTATACATTCATTAAAA
TGATTGCGGGTTTTATCATCGGTAAGGTAGTAGCAATTTATACAGGGCCATCAGGGGTAGCAATGCTTGGCCAA55 
GTGCAAAGTTTAATCACAATAGTTGCAGGTACTACCTCTGCACCTGTAAGCACAGGCCTTGTTCGATATACTGCG
GAAAATTGGCAAGAAGGACAAGAAGCATGCGCGCCATGGTGGCGCGCATGCTTAAGGGTTACTCTGTTTTTATT
CTTGCTTATTATTCCCGTTGTTATTATATTGTCGAAAAATATTAGTGAGTTACTTTTTAGCGATGGACAATACACAT
GGTTAATCATTTTCGCATGTTGTATATTGCCATTCTCCATTATAAATACATTGATCGCTTCAGTTTTAAATGGTCAA
CAATTTTATAAGCAATATATATTGGTTGGGATGTTTTCTGTATTCATTTCTACTATGTTTATGATTTTGTTGATTGTA60 
GCTTATAATCTTAAAGGTGCATTGATTGCCACAGCTATAAATAGTGCTATTGCTGGTCTTGTATTGGTTTTATTTTG
TCTCAATAAATCTTGGTTTAGATTTAAATATTGGTGGGGTAAAACGGATAAAGACAAAATTATAAAAATTATTCATT
ATACTCTGATGGCTCTGGTTTCTGTTATCTCCATGCCTACAGCATTGATGTGTATTAGAAAAATATTGATTGCTAA
AACTGGTTGGGAGGATGCAGGGCAATGGCAGGCCGTATGGAAGATATCTGAGGTTTATCTTGGTGTTGTGACAA
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TTGCTTTGTCAACATATTTCTTACCAAGATTGACAATTATAAAAACAAGTTTCCTTATAAAAAAAGAAGTAAATAGT
ACTATATTATACATAATATCTATTACTTCATTCATGGCGTTGAGTATCTATTTATTCCGCGATTTGGTAATAACAGTT
TTATTTACTGAACAGTTTCGCTCAGCTCGTGAATTATTTTTATTACAACTTATAGGGGATGTAATAAAAATTGCTGG
GTTTCTTTATGCATACCCTCTTCAAAGTCAGGGGCATACTAAACTATTCATCAGTTCAGAAGTGATTTTTTCTATGC
TCTTTATCATTACCACCTATATTTTTGTTGTAAATTATGGAGTACATGGTGCTAACATAAGTTATGTCATTACATATA5 
GTTTATATTTTGTGTTTGCATTTGTGTTTACTAATTTTATTAATGTTAGAAGAAATAATTAAAAACAGAGGTTGAATT
TTGAAAATAATTATACCTGTCTTAGGATTTGGCAGGGCTGGTGGTGAAAGAGTTCTTTCTAAGCTGGCAACTGAA
TTGATGAATTATGGACATGATGTAAGTTTTGTTGTTCCAGATAATAGAACTAATCCATATTATGCTACCACAGCAAA
AATTGTCACGAGTAAATCTAGTCAAAACCGTGTAAAAATATTGAGAATCATTAAAAATTACTATAATCTGTGGCGTA
AATGCATAGAGTTAAATCCTGATGCTGTAGTTGCTAGTTTTCATTTGACTGCCTATCTTGTCGCATTATTACCAATC10 
ACCCGTCGTAAGAAATATTATTATATTCAGGCGTATGAAGTTAATTTTTTTGATAATATAATATGGAAATTAATAGC
GGGTTTAACATATTATTTACCGCTTAAAAAAATACTAAATAGTCCTAATTTGCTTCCTCATAAACATGATGATTTTAT
AGGAGTAGTTCCTGCAGGAGTAGATTTAAACGTTTTCTATCCGAAACCATCAAATAGGTTATTAAATGGTCACACA
TCAATAGGGATTATTGGTAGAAAAGAGAAGCACAAAGGAACTAGCGAAATTATTTCAGTATTGTGTTCACTGGAA
AATAAAGCTGGAATTATAATCAATATTGCGATCTATCTTGAAGAAGTTGATAAGCAGCGTTTAATCGCTGCCGGGT15 
TTCAGGTTAATTTTTTTCCGATTACTTCTGATTTAGAATTGGCATCCTTTTATCGAAGCAATGACATCATGATTGCT
GTTGGGTTAATTGAAGATGGCGCTTTCCATTATCCTTGTGCTGAATCAATGGCTTGTGGTTGTCTTGTTATTTCAA
ATTATGCGCCACTTACTGAAACTAACAGTGTACTTAAATTAGTCAAGTTTGATGCTTGCAAACTTGGTGAAGCAAT
TAATCTTTGTCTCAATCTTGACCTAGAAGAAAAAAGCAAAGAAATCCAATCTAATATTTCTGTGTTGAATAAATATG
ACTGGAAAATTGTTGGTGAAACTTTCAATAGTTTATTGTTAGATGCAAATAAATAGTATACGTTGATGGGGAAAAT20 
ATGAATATTGTTAAAACTGATATTCCAGATCTGATCGTTCTTGAACCAAAAGTGTTTAGTGATGAACGCGGCTTTT
TTATGGAGAGTTATAATCAGATTGAATTTGAGAAGGCAATAGGAAGGCACGTAAATTTTGTTCAGGATAATCATTC
AAAATCTAGTAAAGGCGTACTACGTGGGTTGCATTATCAATTAGCACCGTATGCACAGGCTAAATTAGTTCGATG
TGTTGTAGGTCAGGTATTTGATGTTGCTGTTGATCTTAGAAAAAATTCACCAACGTTCAAAAAATGGTTTGGAATA
ACCCTTTCCGCAGAAAATAAACGACAATTATGGATACCCGAAGGATTTGCTCATGGTTTCTTGGTGACCAGTGAT25 
GAAGCTGAGTTCATTTATAAGACAACTAACTACTATGCTCCTGGTCATCAGCAAGCAATTATTTACAATGATCCTA
TTTTAAACATCGATTGGCCTTTCTGCAGTAGTGCTCTGTCATTATCACAAAAAGATCAAGAAGCAAAATTATTTTCA
GAATTATTGGACAGTGAACTGTTCTAATAAAGTGTGCCACCTTATCCGTCTGAAGGATAGGTGGTTGCTTATATTT
TTTTGAGTATGTTTGTATAATGACAGAAAATAGTCCGAAATATAAACACGATAAAAGCTTAATAAGTTTTATCTACT
TATTTTTTATATTTACACTTATTGTAGGCTTTATTATCGCAAATACCCAGTTTTTGGGGCGAAGTAGAGACTATGAT30 
AATTATATACAGATCTTTTCTGGTAAAGAAGGGGAGGGGGTTCTTGAATTATTTTATCGCGGATTGATGTTAATAA
CGACCAGCTATGAAACTATCATTTTTATAATTTTAACATGTTCTTTTTTTATAAAGGCAAGGTTTCTCGCTAACTATT
CGCGTAATTTTTCAGGCTTGACCTTATTCTTTATTTATTATGCAAGCGTTGCACTTTGGGTTTTAGATTATACTCAA
TTCAGAAATGGTCTATGTATTTCCATTTTAATGTTTTCCGTATACTATTTATTTATAAATAAACCGACTTATTTTTATT
TCTCGGTATTATGTGCAATTGCAACTCATTGGTCTGCTTTGCCTTTTTTGCTTTTATATCCTTTTGTCTATTCAACA35 
AAAATAAGACGCCTTGGTTATTTTTGTTTCAGTATTCTTGTTTTGATTGCGATCTCAGGAGAAGGAAAAGAGATCA
TATCTTTTATAAGAAATTTTGGAGTGGGACAAAAAATAGGAAATGAAGCTGGTGTAAATTTAATAAATTCATTATCC
CTTACCGCTATTTCCTGGTTTATTATTAGTTACATATCAAGCATTGGAAATGAAAGGAGAAATTTAAGGCTTTTCTT
TTGTTATGGTGTCATGCAATACGTGACTTTTAGCCTTTTCTCTCTACCTGTTATGGCTTTCCGTATTTTGGAAATGT
ATTTTTTCCTTATGCTAACCATTGGGGTGTTTATTAAGCAAAAAAAGAATTATTATTTTATTTTTTGCAAAGTGTTAA40 
TTTTATTGTATCTAACATACTATTATCATATGGTCTTTGGAGTGATTAATGTGTAAGGCTAAGGTGTTGGCTATAAT
TGTTACTTACAACCCGGAAATTATTCGATTGACGGAATGTATTAACTCTTTAGCCCCACAAGTTGAGAGAATAATT
CTTGTAGATAATGGCTCAAATAATAGTGATTTGATAAAAAATATCAGTATTAATAACCTTGAAATTATTTTACTTTCG
GAAAACAAAGGCATTGCATTTGCTCAGAACCATGGTGTTAAGAAGGGCCTGGAAGCAAAAGAGTTTGACTATTTA
TTTTTCTCAGATCAGGATACTTGCTTTCCTAGCGATGTTATTGAAAAACTTAAGAGTACATTTACGAAAAATAATAA45 
AAAAGGTAAAAATGTTGCTTGTGCTTCTCCTTTTTTTAAAGACCATCGTTCAAATTATATGCATCCGTCAGTCAGC
CTAAATATTTTTACGAGTACAAAAGTTATATGTAGTGAAGTAGACGATGATCTTTATCCCTCGCATGTTATTGCTTC
TGGGATGTTAATGTCTCGTGAAGCATGGCGCGTCGTCGGACCATTTTGTGAAAAACTCTTTATAGACTGGGTTGA
TACAGAATGGTGTTGGCGTGCATTAGCTAATAATATGATTATTGTTCAGACACCATCAGTCATCATTTCTCATGAA
CTTGGGTATGGGCAGAAAATTTTTGCTGGTCGATCTGTTACAATACATAATTCTTTCAGAAATTTTTATAAAATACG50 
CAATGCAATATACTTAATGCTGCATTCAAATTATAGCTTCAAGTATCGTTATCATGCTTTTTTTCATGCGACAAAGA
ATGTTGTATTTGAAATTTTATATTCGAAAGAAAAATTAAATTCACTGAAGGTTTGTTTTAAAGCTGTACGTGATGGT
ATGTTCAATAATTTTTAATACGAAAATAGTTAGGCTCAAGGTGTTTAAATGGAAGAAAATAATATGAAGACGGTCG
CTGTAGTTGGCACAGTGGGTGTTCCTGCTTGTTATGGTGGGTTCGAATCACTTGTTCAGAATCTAATTGATTATCA
ATCTGATGGTATACAATATCAGATATTTTGCTCTTCAAAAAAATATGATAAAAAATTTAAAAATTATAAAAATGCAGA55 
ATTAATCTATTTGCCGATAAATGCCAATGGCGTCTCTAGCATAATTTATGATATTATGTGTTTAATTATTTGTTTATT
CAAAAGGCCAGATGTTGTTTTAATATTGGGGGTGTCTGGTTGTTTATTTCTACCAATTTATAAACTATTTTCAAAAT
CAAAGATTATTGTCAATATTGATGGGCTTGAATGGCGTAGAAATAAATGGGGAACGTTTGCTAAGAAATTTCTTAA
AATATCTGAGGCGATATCTATTAGAATAGCTGATATTATCATTTCAGATAATCAAGCAATAGCTGATTATGTGGAA
AATAAGTACAAGAAAAAAAGTGTAGTTATAGCTTATGGCGGAGATCATGCCACTAATCTTAGTACACCGATAGAC60 
AATGATCAAAAAAAAGAAGGTTATTATTTGGGGCTTTGTAGGATAGAGCCTGAGAATAATATAGAAATGATTCTGA
ATGCCTTCATTAATACAGATAAAAAAATTAAATTTATGGGTAATTGGGATAACAGCGAGTATGGACGCCAGCTAAA
AAAATATTATTCAAACTATCCAAATATCACCCTACTAGAACCTAACTATAATATTGAAGAGCTTTATAAACTAAGAA
AAAATTGTCTTGCATACATTCATGGACACTCGGCTGGTGGAACAAACCCTTCTTTAGTTGAAGCGATGCATTTTAA
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TATTCCTATTTTTGCTTTCGATTGTGACTTTAATCGTTACACAACTAACAATTTAGCTCATTACTTTAATGATTCTGA
ACAACTTAGCTTATTAGCAGAAAGTTTGTCTTTTGGAAATCTTAAATGTCGAGTATTAGATTTAAAAAATTATGCTG
AAGATATGTATAACTGGAGGCATATAGCTGCTATGTATGAATCTATTTATTAAACGCATTAACAATAATATAATTGA
CCTTATATAGCAGGGAAAGATCACGTAACGCTGCGGCGCGCCGATCCCCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTAT
TCCGAAGTTCCTATTCTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGC5 
CGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCC
GCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTAT
GGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCC
GTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTT
GTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGA10 
TTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGT
CGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCT
GAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCG
CCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATG
GTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAAC15 
CTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACAT
CACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAA
CAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCT
GTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCA
CAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTA20 
CGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCG
AAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCA
CAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGT
CGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACC
GTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATC25 
GATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA 

SEQ ID NO: 13 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O6A rfb – O6A–producción EPA cepa stGVXN4112 y 

stLMTB10923) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA30 
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATTTGCCCGCCGGGCGTGACAATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTGGGCCACTCCATTTTATGTGCACGACCTGCCATTGGTGACAAT
CCATTTGTCGTGGTGCTGCCAGACGTTGTGATCGACGACGCCAGCGCCGACCCGCTGCGCTACAACCTTGCTG
CCATGATTGCGCGCTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGA35 
ATACTCTGTCATCCAGACCAAAGAGCCGCTGGACCGCGAAGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTCATCGAAA
AACCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTTGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGG
CCGGAACTTGAACGCACTCAGCCTGGTGCATGGGGGCGTATTCAGCTGACTGATGCCATTGCCGAACTGGCGA
AAAAACAGTCCGTTGATGCCATGCTGATGACCGGCGACAGCTACGACTGCGGTAAAAAAATGGGTTATATGCAA
GCGTTCGTGAAGTATGGACTACGCAACCTCAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGGATTGAGAAGCTGTTAAG40 
CGAATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAGATTAGCGGCGAAAGT
AATTTGTTGCGAATTTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACAATCAGAATAACAACGACTTAGCAATAGGATTTTCGTC
AAAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCATTTGAATTTTACGGGTTTAGCG
CGAGTGGGTAACGCTCGTCACATCGTAGACATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGC
GTGCTGAAATTATAAAGTCATTCTTATAGAACATCGCATTTCAATAATATAATTACACCTAAATGAATAGGATACAA45 
CGTGTGCACAATTATTTAAGGCTTAAAGATAAAATAAAAAACGTATTTTTAGGGTTGTATATATTGCAGTTATTTAA
TTATATCGCGCCATTGGTAATTATCCCTATCCTGATAAAATATATTGGGTTGGGGGAATATGGGGAATTGGTCTAT
ATTACATCTATTTATCAAATAGTGGCTTTGATTATTGATTTTGGCTTTACTTACACAGGACCTGTGGTTGCTGCGA
GACATAGATGTGAGACCCAAAATTTACAGCGCTATTACTCAATAGTTGTTCTTTTAAAATCATTGCTTTTTATAATT
GCATTAACATGTGTATTTTTATTGTGCAGATTAAATATAGTCCACTTGTCATTTTTTGGGTTTTTGTCAATTTTTCTA50 
TGCACTATTGGTAATATATTATCGCCCAATTGGTTTTTGCAGGGGATTGGTGATTTTAAAAAACTTTCATACTCACA
AGTAATAGTGAGAATAACATTGTTTATCATACTTCTTGTTTATGTCTGTAGTGGCGGAGATAATGTTTTTATCCTAA
GTTTTTTGCAAAATGCAACATTACTCATATGCTGTATATACTTATGGCCAAATATTCATATTAGCCATGTTGTTCAT
CTTAAACCTAATGAATGCATTGTGGAATTTAAGAAGGCAGGAAATGTTTTTATTGGCGTAATAGGTACGATTGGTT
ACAATGGTCTAATTCCTGTGTTAATTGGAAACCTTTGCGGTAATACGAGTCTTGGTGTTTTTTCAATCGTTCAAAA55 
AATGACAACAGCATGTCAAAGTCTAATTAATCCAATATCACAGTATATGTTATCTCAAGTTTCAGAAATTAAACCTC
AAGATAAACTGTTTTATTATAGAATTAAAAAAAGTTTTTTTGTGCATTTAACAATTAGCATAATTGCATGTTTATGTT
ATATGGGGTTAGGGCAATATGTGGCGACTTTTATAGGTAAAGTTGACGTTTCATTTGTTATTATTTTATTTGCGTC
AATAATTACCATTTTTTCATCTTTAAATAATGTCCTTGGTATACAGTTTCTTATACCGACAGATAATGTAAAAATACT
ACGAAGTATAAATGTTATGGCGGGAATTATTGTTGTTAGTTTGTCCTGGCTGTTAATATCACGCTTTGACATTCTG60 
GGGGGGGTTTTATTAAACCTAATTGGTGAGTTTCTTGTATTCAGTATGCTAGCTTTTATTGCCCATCGAAAGTGGG
GAGCGAGAGTATAATGAAAGTGAAGGCGGTTCCTGCTATTACATTCTATTTAAGTTTAATGCTGACAATTTTAGTG
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TTACTGTTTGGTAATGAACCAAATAAATCACAATATATCCTTGTTATAGCAACGATAACAGTTTTTTATATCGCATA
TATCACTAATAAAATAACTTCTCCGGCCAGCCTTCTCGTTATATCATCTTTTGTGTTTTTAGGTTGTCGCCCTTTAT
TATCTTTGTTTGCAAACTATGATTATAGGATTGCCGATTGGTTTATTGAAGGATATATGGATGACGATGTGATTTT
GGCTAACTATGCTATAACACTAATGTATTATGGTTATACATTGGGACTAATTCTATGCAAAAATACTGAAAAATTTT
ATCCGCATGGTCCTTATCCTGAAAAACAATTGCTAAAAATAAAGTTTCTTTTGACTTTATTTTTTCTGGGTTCGATA5 
GGTATGGTTGTAAAAGGGATATTCTTTTTTAACTTTATAGAATCTAATAGTTATGTTGATATTTATCAATCAAATATA
ACAACGCCAATAGGTTATGATTTTCTATCTTATTTATTTTATTGTTCTTTTTTCCTTATATGTGCGTTTCATATACAG
TTCAGAACAAATAAAAAATTTCTTTTTATTGCGATATGCATTGCTGCATTTAGCACCTTGAAGGGTAGTCGTAGTG
AAGCTATAACGTTTCTTTTAACGGTTACATGTATATATTTTAATGAAGTAAAGACAAGAAACTTACGTCTGCTGATT
ACAATGATTTTTGTTTTTAGCGTCATTTTTGTGATTAGTGAATTTATCTCAATGTGGCGCACTGGAGGGAGTTTTTT10 
TCAATTAATGCAGGGTAATAATCCTGTTATAAACTTTGTATACGGCATGGGAGTATCATATCTTTCCATTTATCAAT
CAGTAAAACTACAACTATTGTCAGGGGGATATAATGTTACCTATCTATTCAGCCAGTTAATAATAACTTGCTCGTC
AATATTTAATGTCAAATTGAGCTTGCCGGAAATAAGCTATAGCCATTTGGCCTCATACACAGCAAACCCAGAACTA
TATAATCTTGGGTTCGGACTTGGGGGGAGTTATTTAGCAGAATCGTTTTTAGCATTTGGTCTGATTGGATGTTTCA
TTATACCCTTTTTACTTTTACTTAATTTAAATGTATTGGAAAAATATACAAAAAACAAACCAATTATATATTTTGTTTA15 
TTATAGTGTGTTGCCACCTATATTATTCACACCAAGAGAGACTTTGTTCTATTTCTTCCCCTATCTTGTCAAAAGTA
TATTTGTTGCTTTTTTAGTTACATTATACATCCAGTATAAAAAGGATTGACCAAAATGTCAGAAAAAAATGTCAGCA
TAATAATCCCAAGTTATAACAGGGCTCATATTCTTAAGGAGGTCATACCAAGTTATTTTCAGGATGAGACTTTAGA
GGTTATAGTTATCAATGATGGATCAACAGATAATACAAATAGTGTATTAGCTGAACTGAAGGAAAAATATTCTCAG
TTAGTTATTTTAGAAAATGAAACGAATAAAAAACAGATGTATTCTAAAAACCGAGGGATTGAAATAGCCAAAGGGA20 
AATATATTTTTTTTGGTGATGATGACTCTTACCTCTTACCCGGTGTTATATCTCGGTTATTGGCTACAAAATATGAG
ACAGGCGCTGATGTAATCGGCGCAAGAATACTTTATATGAATAATAACGAGAAAACAATTGAAGATTGCATAAATC
GACATAAAAAAGAGGGGCGTTTTGTTAGTGATCTAAATAGATTGGATTTTAGTTATACATGTGATTTGGACCATCC
GATTGAATGTTTTTATGCACAGCCTTTTGTTCTAGCTGAAAGGGAACTAATATCGAAATATCGATTTGATATATCTT
ATACGGGAAACTGCTATCGTGAGGAAACTGATTTCATGCTATCTCTATTTATTAAAAATAAAAAATTTATATATGAT25 
TCAAAGGCTTTGTTAATAAATTTACCTCCAAGAAAAGCGACGGGAGGGGCAAGAACAGCTAATCGATTAAAATAT
CATTACGAAAGTTGCATAAATAATTATAGATTTTTAAAAAAATATAATGATAATTTGAATCTTCTTTCAGGACAAAAG
CATGCTATATTTTACCGACAGTGTCAATTCGTTCTGCTAAAAATGAAGTCGTTTATCGGGAAGTTTTTAAAATGATT
ATATATATCGCCGCGTATAATGGTTCAGGAGGGCAAGGTGGGGTGGAAAGGGTTGTTGCCCAACAATGTAACAT
TCTTAAAAATTTGGGGGTTAAAGTCATTATACTTGATAAAACATACTTCAAAATTTCTAACAAAATTCGTAACAAAA30 
AAATACAAGTAGCACTTTATCCAATATTAGTTTCTCTTTATTTAACCTTACAAAAATTACGTGGCGTGACGTTTAAA
GTTATTGCACATGGCTATTGTTCTCCTTTTTATAGGAATGACATCTTAATAGCTCATGGCAATATGAAATGTTATTT
TCAAACAGTCATGAATAAAAAACCTAATCGGTTGTCTGGCAGTGGTCTTTTATCTTTCTATGAGCGTTGGGCTGG
AGCATTTTCAAAAAATATCTGGGCTGTTTCAAATAAGGTTAAAAGTGAATGGAATGAGCTTTACAATATTAATTCAC
ATAAAATCAAAGTTGTTCGAAATTTTATAAATCTTGCACAATTTGATTACACTGATGTTAATGAAGCAGAATATGTG35 
ACATTTGTCGGGCGATTGGAAAAAGGAAAAGGAATAGATGATCTGTATTACATATGTAAAAATCTGCCAGATACTT
CCTTCCATTTAGTTTCAAGTATTCCCGCCCCACAAAATTTTGCTTCGCTAAATAATGTTCTGACCAGCATTGCTGT
CCCCTATGCGAAAATGCCAGAAATATTTAAGAAATCCAGAGTACTTATTTTACCGTCCTATTATGAAGGATATGAG
CTGGTTACTATTGAAGCGCTATGCTGTGGTTGCCCTGTGATAGGCTATAATGTTGGTGCAATTAGAGAGTTGTAT
GCAGAAAGTTTTCCTGGCGTATTTATTGCCAATAATAAAGAAGATTTAGCACAAGTAGCCTACAAATTAATTAGTC40 
TTGATAATGAAAAATATTATCATTTGAGACAAACTATTTATAGCAAGCGTGAGCTTTTTTCTGAAGAGAGATATGC
GGAAATTTTAACGGCGGCATTTAATGAAAAAAAATAAGAAACTCTGTCTCATTTCAATTAACTCATATAATGAACTT
ACCGGAGGAGGAGTATATTTACGTACGCTTGTTAGTTTTCTACAAAAACAGAATGTTAATTTAACACTTATTGATA
AAAAATCCTCAGGTAAACTATTCGAAGACAATACTTTTCAACATATATCATTTATTAAAGGTAAACGTCAGGATATA
ATATCCAGGCTTTTTTTTATACCATCATTTTATGTCCCTTATATTTTCTCAATAATTAAAATTTTACGGAAGCAAGAT45 
ATTCTTGCTTTTCACAACTCTCGGCTTGGATTGTTATGTCTGCTTTTTAGAATACTCATGCCCCACAAAAAGATCAT
ATTGTTTACGGATAACTTCGAATATGACTTAATAAGACAAAAAGATAAAAACATAACTACTTTTATTGAAAAATTAAT
TGTTTATCTCAATGAATTTATCGGGCTTAAGAATTCAGATTTAGTTAGCTATATTACCCGGCAAGATAAAAATGCAA
TGGATAAATTTTATGGGATTAAAAAAAGCAGAAATTTAATTCTCCCTGTGATATTTAGTAGAGAAAAACCAACTGAT
GTATTGTCAGCTCACTTTATTAATGAGTATAATCGATTGAATAATGATAATAGGAAAAAAGTAGTATTTACTGCATC50 
TTTTGATTTTTTTCCAAATATAGATGCTGCCAACTATGTTTTAAATGCAGCAAAGTCTAATAATGATTATTGCTATAT
TTTGGCAGGTAGGAAAAGTACTACTTTGAATCTTCCTGATTTGGATAATTTATTTTTTTTCGATAATCTATCTAATA
GTGAAATGTCATATTTATTATCTGCTTGTGATGTTTTTTATTCTCCTATAGTTTTAGGAAGTGGAATGAAAACAAAA
ATTGCAGAAGCACTATCATATGGATTATATATTTATGCGACAGAGCATTCCTTAATCGGCTATGATGAAATTATAC
ACAATAAGGAGTGTGTTAAAAAAATCTCACATTTGGATGAGGAATTTCCTAAAGATTTCAAGATGAAAAGTATCAA55 
TAAACAGCTAATAATGTCTTATCAGCAAAAATATTATTCACATTATCGGTTTAATGGCCATGAACTTGATATAATAA
ATTTTGACGATTAGTTAGTGGAGATATAATATGAACATATTAGTAACTGGTGGTGCTGGATATATCGGATCTCATA
CGGCTATTGAATTACTGAATGCAGGTCATGAGATTATCGTTCTGGACAATTTCAGTAATGCTTCATACAAGTGTAT
CGAAAAAATAAAAGAAATTACTCGACGTGATTTTATAACAATTACTGGAGATGCTGGGTGTAGGAAGACACTCTC
CGCTATTTTCGAGAAACACGCCATAGATATAGTTATTCATTTTGCTGGCTTTAAATCTGTTTCAGAGTCTAAAAGT60 
GAACCCTTAAAGTATTACCAGAATAATGTTGGAGTGACCATTACTTTATTACAGGTAATGGAAGAGTACAGAATTA
AAAAATTTATCTTTAGTTCATCTGCGACAGTCTATGGTGAACCAGAGATAATTCCAATTCCAGAAACAGCTAAAAT
TGGAGGAACTACGAATCCATATGGCACATCGAAGTATTTTGTTGAAAAAATTCTAGAGGATGTTAGTTCCACGGG
AAAACTGGATATAATTTGCTTGAGATATTTTAATCCTGTCGGTGCTCATTCTAGTGGTAAAATAGGTGAGGCTCCA
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TCTGGTATCCCTAATAATCTTGTTCCTTATTTATTGGATGTTGCGAGTGGTAAACGTGATAAATTATTTATTTATGG
CAATGATTACCCTACTAATGATGGAACAGGTGTAAGGGATTTTATTCATGTTGTTGACTTAGCGAAAGGTCATTTG
GCTGCAATGAATTATTTAAGTATCAATTCGGGATATAATATCTTTAATCTTGGTACAGGAAAAGGTTATTCGGTACT
TGAATTAATCACTACATTTGAAAAATTAACAAACATTAAGGTCAATAAATCTTTTATAGAGAGAAGGGCAGGGGAT
GTTGCGTCTTGTTGGGCTGATGCAGATAAAGCTAATTCTTTATTGGACTGGCAAGCCGAACAAACTCTAGAACAG5 
ATGTTATTGGACTCGTGGCGTTGGAAAAAAAATTATCCAGACGGATTCTGAATATAAAAGGTTTCAGTTTTATGAA
TCAATCAGAGCAGAGAAAAAAAATACTGGTTCTTACACCTCGCTTTCCCTACCCTGTCATTGGAGGGGATAGATT
AAGAGTCTATATGTTATGTAAAGAACTTTCCAAAAAATATGATCTTATTCTTCTGAGCTTATGTGATCAACCACTAG
AACTTGAAATAAATATAAATGACTCGGTCTTCAAAGAAATTCATCGTGTCTATCTACCAAAATATAAATCATATTAT
AATGTATTAAAAGCTTTGGTTACGCAAAAACCGTTGCAAATTGCTTATTATCAATCGGACACATTTAAGAATAAATA10 
CAATAAATTAATTAAACAATGCGATGCAGTATTTTGTCATCTGATAAGAGTTGCTGATTATGTTAAGGATACAGAC
AAGTTCAAAATTCTTGATATGACAGATGCAATATCTTTGAATTACAGTCGCGTTAAAAAATTAGCAAGTAAAAAAAG
TTTGCGTGCAATTATTTATTCTCTGGAACAAAAAAGATTAGAATCATATGAACGTTCTGTGGCGAATCTTTTTGATT
TGACCACTTTTATTTCATCCGTAGACCGTGACTATCTCTACCCTAATCTGGGCAGTAATATCCATATAGTCAATAA
TGGGGTTGATACATCAGCCTTGAGATATATAAAAAGAGAAATAAAAATCGATAAGCCTGTGGAACTTATATTTATC15 
GGAAATATGTATTCTTTACAAAATATGGATGCTGCAAAACATTTTGCTAAGAATATTTTACCTTGCTTGTATGATGA
GTTTAATATTATTTTTAAAGTGATTGGTAAGATCTCAGAAACTAATAAAAATATATTAAATTCATTTAAAAATACAAT
TGCTTTAGGTACTGTTGATGATATCAATTCTTCCGCTTCTACAGGGCATATAGGTATATGTCCTGTTCGTCTTGGA
GCAGGCGTACAAAATAAAATTCTTGAATACATGGCTTTAGGTTTACCATGTATTACATCTAGCATTGGTTATGAAG
GTATTAATGCAAAATCAGGTAGCGAAATTTTTGTTGCAGATACAGTAGAGCAATATAAAAACGTACTAAGAGAAAT20 
AATTTACGATTATAATCGTTATACTGAAGTGGCTGAAAATGCCCGTAGTTTTGTAGAAAATAATTTTTCTTGGGAAT
CAAAAGTTGCCAATTTAATGAATACATTAGATGAGAAATTATATGAACAATAATAAAATTATTACACCTATCATTAT
GGCTGGTGGTTCAGGCAGTCGGTTGTGGCCACTATCAAGAATTCTCTATCCGAAACAATTTCTTAGCCTAATCGG
TAGTCATACCATGCTTCAAACAACGGCTAATCGTCTGGATGGTTTGGATTGTACCAACCCTTATGTCATTTGTAAT
GAACAATACCGCTTTATAGTTGCTGAACAGCTTAGAAAAATCGATAGATTGACTTCAAAGAATATCATCCTTGAGC25 
CTGTTGGGCGTAACACTGCCCCTGCAATTGCATTAGCGGCGTTGCTGATGTCTAAGTCTGATAAAAGTGCAGAT
GATCTTATGCTCGTACTGGCTGCAGATCACGTTATACACGATGAAGAAAAATTTTGTAACGCTGTTAGATCGGCA
ATTCCATACGCTGCTGATGGGAAATTGGTAACATTTGGTATAATTCCAGACAAAGCAGAAACTGGTTATGGTTATA
TACATCGAGGACAATATATTAATCAGGAAGATTCGGATGCATTTATAGTGTCATCATTTGTTGAAAAGCCAAATCA
TGAGACAGCCACTAAATATCTTGCTTCCGGTGAGTATTATTGGAATAGCGGTATGTTTTTGTTTAGTGCAAATCGT30 
TATATAGAGGAACTTAAACAATTTCGGCCTGATATTTTATCCGCTTGTGAAAAAGCAATTGCTTCAGCGAACTTTG
ACCTTGATTTTGTGCGTTTAGATGAAAGTTCTTTCTCTAAGTGCCCTGAAGAATCAATTGATTACGCTGTAATGGA
AAAAACAAAAGACGCAATTGTTATTCCAATGGATGCTGGCTGGAGTGATGTCGGTTCATGGTCTTCTCTTTGGGA
AATTAATGATAAAGACTCAGACGGCAACGTAATAGTTGGGGATATTTTCTCTCATGAAACAAAGAATTCTTTCATA
TATGCCGAATCGGGAATTGTTGCTACAGTTGGAGTGGAAAATTTAGTTGTTGTCCAAACAAAGGATGCTGTTCTT35 
GTCTCAGAGAGAAATAAAGTTCAGGATGTAAAGAAAATAGTAGAACAAATTAAAAATTCAGGTCGTAGCGAGCAT
TATGTTCATCGCGAAGTATATCGTCCTTGGGGTAAATATGATTCCATTGACACAGGGGAGCGTTATCAGGTCAAA
CGTATAACAGTAAATCCTGGTGAAGGACTTTCTTTACAAATGCACCATCATAGGGCAGAACATTGGATCATAGTTT
CTGGAACTGCAAGGGTGACTATAGGTTCTGAAACTAAGATTCTTAGCGAAAATGAATCTGTTTACATACCTCTTG
GTGTAATACACTGCTTGGAAAATCCAGGGAAAATTCCTCTTGATTTAATTGAAGTTCGTTCTGGATCTTATTTAGA40 
AGAAGACGATGTTATCCGTTTTCAGGACCGATATGGTCGTAGCTAAATTTTTGATAATGTAACGTTAGTAGAAGAG
CGCTAATATTTTTAGTTAATCTGTAATAAGTATTATTTGTTTAAGGTATATCATGTCGAGTTTACCCTGCTTTAAAG
CCTATGATATTCGCGGGAAATTAGGCGAAGAACTGAATGAAGATATTGCCTGGCGCATTGGTCGCGCTTATGGC
GAATTTCTCAAACCGAAAACCATTGTGTTAGGCGGTGACGTCCGACTCACCAGCGAAACCTTAAAACTGGCGCT
GGCGAAGGGGTTACAGGATGCGGGCGTCGATGTGCTGGATATTGGCATGTCCGGCACCGAAGAGATCTATTTC45 
GCCACGTTCCATCTCGGCGTGGATGGCGGCATCGAAGTTACCGCCAGCCATAACCCGATGGATTACAACGGCA
TGAAACTGGTGCGCGAAGGGGCTCGCCCGATCAGCGGTGATACCGGACTGCGCGACATCCAGCGTCTGGCAG
AAGCCAACGACTTTCCTCCCGTTGATGAAACCAAACGCGGTCGCTATCAGCAAATCAATCTGCGTGACGCTTAC
GTTGATCACCTGTTCGGTTATATCAACGTCAAAAACCTCACGCCGCTCAAGCTGGTGATTAACTCCGGGAACGG
CGCGGCGGGTCCGGTGGTGGACGCCATTGAAGCCCGCTTTAAAGCCCTCGGCGCACCCGTGGAATTAATCAAA50 
GTGCACAACACGCCGGACGGCAATTTCCCCAACGGTATTCCTAACCCGCTACTGCCGGAATGTCGCGACGACA
CCCGCAATGCGGTCATCAAACACGGCGCGGATATGGGCATTGCCTTTGATGGCGATTTTGACCGCTGTTTCCTG
TTTGACGAAAAAGGGCAGTTTATTGAGGGCTACTACATTGTCGGCCTGCTGGCAGAAGCGTTCCTCGAAAAAAAT
CCCGGCGCGAAGATCATCCACGATCCACGTCTCTCCTGGAACACCGTTGATGTGGTGACTGCCGCAGGCGGCA
CCCCGGTAATGTCGAAAACCGGACACGCCTTTATTAAAGAACGTATGCGCAAGGAAGACGCTATCTACGGTGGC55 
GAAATGAGCGCCCACCATTACTTCCGTGATTTCGCTTACTGCGACAGCGGCATGATCCCGTGGCTGCTGGTCGC
CGAACTGGTGTGCCTGAAAGGAAAAACGCTGGGCGAACTGGTGCGCGACCGGATGGCAGCGTTTCCGGCAAG
CGGTGAGATCAACAGCAAACTGGCACACCCCGTTGAGGCGATTAACCGCGTGGAACAGCACTTTAGCCGCGAG
GCGCTGGCGGTGGATCGCACCGATGGCATCAGCATGACCTTTGCCGACTGGCGCTTTAACCTGCGCTCCTCTA
ACACCGAACCGGTGGTGCGGTTGAATGTGGAATCGCGCGGCGATGTACCGCTGATGGAAGAAAAGACAAAACT60 
TATCCTTGAGTTACTGAACAAGTAATTCAGTAATTTCATATAAATGGGTTTTAAAAAACGGAAAAGATGAGATATCC
GGTGTGGTATATCCAAGGTAATGCTATTCAGTATCTCTATGAGTGAGTTAACATCTATACCACATTTAAGCCGCAC
ACTTCGGGATCCCCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTTTCTAGAGAATAGGAACTT
CGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTT
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AATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGA
GTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCG
AAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAG
GCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAA
TGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATC5 
ATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTC
ATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAG
AAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACC
TATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCT
GATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCG10 
AGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACG
GTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGC
GCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCA
GCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAA
AAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCT15 
GAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCA
GTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAA
GCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTC
CGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCA
CAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATCGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGAT20 
TAA 

SEQ ID NO: 14 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O8 rfb – O8–producción EPA cepa stLMTB11734) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA25 
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA30 
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA35 
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGCTAGCGATCGCTTAAGATCTAGGATTTCATTATGTTACTTCCTGTAATTATGGCTGGTGGTACCGGCAGTCGT40 
CTCTGGCCGATGTCACGCGAGCTTTATCCGAAACAGTTCCTCCGCCTGTTCGGGCAGAACTCCATGCTGCAGGA
AACCATCACCCGACTCTCGGGCCTTGAAATCCATGAACCGATGGTCATCTGTAACGAAGAGCACCGCTTCCTGG
TGGCTGAACAGCTACGCCAGCTCAATAAGCTGTCGAATAATATTATTCTTGAGCCGGTCGGGCGCAACACCGCC
CCGGCCATCGCCCTGGCAGCCCTTCAGGCCACCCGCGACGGCGACGACCCGCTGATGCTGGTTCTCGCCGCT
GACCATATCATCAATAACCAGTCGGCCTTCCACGACGCCATCCGGGTCGCCGAGCAGTATGCTGATGAAGGTCA45 
TCTGGTCACCTTCGGTATCGTGCCGAATGCCCCGGAAACTGGCTACGGTTACATTCAGCGCGGCGTGGCGCTC
ACCGATAGTGCCCATTCCGCGTACCAGGTGGCCCGCTTTGTGGAGAAGCCGGATCGCGAGCGCGCCGAGGCT
TACCTCGCCTCCGGGGAGTACTACTGGAACAGCGGCATGTTTATGTTCCGCGCCAAGAAATACCTCATCGAGCT
GGCCAAATACCGTCCGGATATCCTGGAAGCCTGCCAGGCTGCGGTGAATGCCGCCGATAATGGCAGCGATTTC
ATCAATATCCCGCATGATATTTTCTGCGAGTGCCCGGATGAGTCCGTGGACTATGCCGTTATGGAGAAAACCGC50 
CGATGCGGTGGTGGTCGGTCTCGATGCTGACTGGAGCGACGTCGGCTCCTGGTCCGCACTATGGGAGGTCAG
CCCGAAAGACGAGCAGGGCAATGTCCTCAGCGGTGACGCGTGGGTACACAACAGCGAAAACTGCTACATCAAC
AGCGACGAGAAGCTAGTGGCGGCCATTGGCGTAGAGAATCTGGTGATTGTCAGCACTAAGGACGCCGTGCTGG
TGATGAATCGCGAGCGTTCCCAGGACGTGAAGAAGGCGGTCGAGTTCCTCAAGCAGAACCAGCGCAGCGAGTA
CAAGCGCCACCGTGAGATTTACCGCCCCTGGGGCCGTTGCGACGTAGTGGTCCAGACCCCGCGCTTCAACGTC55 
AACCGCATCACGGTGAAACCAGGCGGTGCCTTCTCGATGCAGATGCACCACCATCGCGCCGAGCATTGGGTTA
TTCTCGCCGGCACCGGTCAGGTGACTGTCAACGGTAAGCAGTTCCTGTTGTCCGAGAACCAGTCCACCTTTATT
CCGATTGGCGCCGAGCACTGCCTGGAAAACCCTGGCTGTATTCCGCTGGAAGTGCTGGAGATCCAGTCGGGGG
CGTACCTTGGCGAGGACGACATTATTCGTATTAAAGACCAGTATGGTCGTTGCTAATTATTTTCGGGACAAGACG
CAGAATGACACAGTTAACTTGTTTTAAAGCTTATGACATCCGTGGTGAACTGGGTGAGGAACTGAACGAGGACAT60 
CGCCTACCGTATCGGTCGCGCCTACGGCGAATTTCTGAAACCCGGGAAGATAGTGGTGGGGGGCGATGTGCGC
CTCACAAGCGAGTCGCTGAAGCTGGCGCTGGCCCGCGGGTTAATGGACGCCGGTACCGACGTGCTGGACATC
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GGCCTGAGCGGTACCGAAGAGATTTACTTTGCCACCTTCCACCTTGGGGTAGATGGTGGCATCGAGGTGACCG
CGAGCCACAATCCTATGAACTACAACGGCATGAAGCTGGTGCGCGAGAATGCGAAGCCCATCAGCGGCGACAC
CGGCCTGCGGGATATCCAGCGCCTGGCGGAGGAAAACCAGTTCCCGCCAGTGGACCCGGCGCGTCGCGGGAC
CCTGAGCAAGATATCGGTACTGAAGGAGTATGTTGACCATCTGATGAGCTACGTGGACTTCTCGAACTTCACCC
GTCCACTGAAGTTGGTGGTGAACTCCGGAAACGGGGCTGCGGGGCACGTGATTGATGAGGTGGAGAAACGCTT5 
CGCGGCGGCTGGGGTGCCGGTAACCTTTATCAAGGTGCATCACCAGCCGGATGGCCATTTCCCTAACGGTATC
CCGAATCCGCTGCTGCCGGAGTGCCGCCAGGATACCGCCGACGCGGTGCGCGAGCATCAGGCCGACATGGGG
ATTGCCTTTGACGGCGACTTCGATCGCTGCTTCCTGTTCGATGACGAAGCTTCGTTTATCGAGGGGTATTACATT
GTCGGCCTGCTGGCTGAGGCGTTCCTGCAGAAGCAGCCGGGAGCGAAAATCATTCACGACCCGCGCTTGACGT
GGAACACGGTAGACATCGTGACCCGCAACGGCGGCCAGCCGGTGATGTCGAAGACGGGGCATGCGTTCATCA10 
AGGAGCGGATGCGTCAGGAAGACGCTATCTACGGCGGGGAGATGAGTGCGCACCATTACTTCCGCGATTTCGC
CTACTGCGATAGCGGGATGATCCCGTGGCTGCTGGTGGCGGAGCTGCTGTGTCTGAAGAACAGCTCGCTGAAA
TCGCTGGTGGCGGACCGCCAGAAGGCGTTCCCTGCGTCGGGAGAGATCAACCGCAAGCTAAGTAATGCTGCTG
AGGCGATCGCCCGCATCCGGGCGCAGTATGAGCCGGCGGCTGCACACATCGACACAACGGACGGGATCAGTA
TTGAATACCCTGAATGGCGCTTTAACCTGCGCACGTCTAACACCGAGCCGGTGGTGCGTCTGAACGTTGAGTCC15 
AGAGCTGATGTGGCGCTTATGAATGAAAAAACGACCGAGCTGTTACACCTGTTAAGCGGGGAATAAGGTGAGAG
ATTTACTAACGACGATTTATCGTTATCGGGGATTTATCTGGAGCAGTGTTAAACGTGATTTTCAGGCACGCTATCA
AACTAGTATGCTGGGCGCACTATGGCTCGTTTTACAACCGCTCTCTATGATTCTGGTCTATACCCTGGTTTTTTCC
GAGGTGATGAAGGCAAGAATGCCCGATAATACCGGGTCGTTTGCCTATAGTATTTATCTCTGTTCCGGGGTACT
GACCTGGGGATTATTTACTGAGATGCTGGATAAAGGTCAGAGCGTATTTATTAACAATGCTAATCTGATCAAGAA20 
ACTCAGTTTTCCGAAAATCTGTCTGCCGATCATCGTGACGTTATCGGCGGTGCTAAATTTCGCGATTATTTTCAGT
CTGTTTCTAATTTTTATCATTGTCACCGGTAACTTCCCCGGCTGGCTCTTTCTCTCGGTGATACCGGTCCTGCTTT
TGCAGATCCTGTTTGCCGGTGGGCTGGGGATGATCCTTGGTGTCATGAACGTCTTTTTCAGGGATGTGGGGCAA
CTGGTTGGCGTTGCGCTGCAATTCTGGTTTTGGTTCACACCCATTGTTTATGTACTGAATTCATTACCTGCATGG
GCAAAAAATCTGATGATGTATAACCCGATGACTCGGATCATGCAATCTTATCAGTCCATCTTCGCCTATCATCTGG25 
CCCCCAACTGGTATTCGCTATGGCCAGTATTGGCTCTCGCCATTATTTTCTGCGTCATCGGTTTCAGGATGTTCC
GCAAGCATGCGGCGGATATGGTGGATGAATTATAATGAGTTATATCAGAGTAAATAATGTCGGTAAGGCGTATCG
CCAGTATCACTCAAAGACCGGGAGACTGATCGAATGGTTATCCCCTCTGAATACCAAACGCCATAATTTGAAATG
GATCCTCCGCGATATTAATTTCGAAGTCGCTCCGGGCGAGGCTGTCGGTATTATCGGTATCAACGGTGCAGGCA
AGAGTACCCTGCTTAAACTCATAACCGGGACGTCCAGGCCGACGACTGGAGAAATTGAAATCTCCGGACGTGTC30 
GCTGCATTACTCGAATTGGGGATGGGGTTTCATTCTGATTTCACTGGTCGGCAGAATGTTTATATGTCTGGGCAA
CTGTTGGGGTTATCGTCAGAGAAAATAACTGAACTGATGCCGCAAATTGAAGAGTTTGCTGAGATTGGGGACTAT
ATCGATCAACCTGTGCGCGTCTACTCCAGTGGGATGCAAGTTCGATTAGCTTTTAGTGTAGCGACGGCTATCCG
TCCTGATGTGCTAATTATCGATGAGGCATTATCTGTTGGGGATGCATATTTCCAGCATAAAAGCTTTGAGCGTATT
CGAAAATTTCGTCAGGAAGGGACCACGCTGTTGCTGGTATCCCATGATAAACAAGCGATCCAAAGCATTTGCGA35 
CCGGGCCATTTTATTGAATAAAGGCCAAATTGAAATGGAAGGTGAACCTGAAGCAGTGATGGATTATTACAATGC
TCTTCTGGCCGATAAACAAAATCAGTCCATTAAACAAGTTGAGCATAATGGTAAAACGCAAACTGTTTCAGGCACT
GGTGAGGTGACTATCTCTGAGGTTCATCTTCTCGATGAACAGGGCAATGTGACTGAATTTGTTTCGGTAGGGCAT
CGTGTCAGCTTGCAGGTCAACGTTGAGGTCAAGGACGATATTCCTGAGCTTGTTGTCGGATATATGATTAAGGAT
CGACTTGGGCAGCCGATTTTCGGGACCAATACGTACCATCTCAATCAGACACTCACCTCCCTGAAAAAAGGAGA40 
AAAGCGTTCGTTCTTATTTTCTTTCGATGCGAGATTGGGGGTTGGCTCCTATTCTGTCGCTGTCGCGTTGCATAC
TTCCAGTACGCACCTCGGCAAAAACTATGAATGGCGCGATCTGGCCGTGGTATTCAACGTCGTTAACACGGAAC
AACAAGAGTTTGTCGGCGTGTCCTGGTTGCCGCCTGAACTGGAGATTTCTTAATGGGTTCGTCGTTTTATCGTTC
ATTTGAAGAACGACACAGAGGTTCGGTTGAAGAAATCAAGCGCCGCTTGAGTTTTTATTTACCTTTTCTTGCAGG
TCTGAAGGACATTTATCCTGATGGCGTGATTGCGGATATTGGTTGCGGACGTGGCGAATGGTTGGAGATCCTGA45 
CTGAAAATGGCATTGCGAACATCGGCGTCGATCTCGATGATGGCATGCTGGCGCGCGCCAGGGAGGCCGGACT
GAATGTGCAGAAAATGGATTGTCTGCAGTTTTTGCAAAGTCAGGCGGATCAGAGCCTGATAGCGTTGACCGGTT
TTCATATTGCTGAGCATTTGCCGTTTGAGGTCCTGCAGCAACTCGCCATGCATACCCTACGGGTGCTGAAACCA
GGTGGTTTGCTGATCCTCGAAACGCCGAACCCGGAGAATGTAAGCGTCGGCACCTGTTCATTTTATATGGATCC
AACGCATAATCATCCTCTGCCACCGCCACTGCTTGAGTTTTTACCTATTCATTATGGTTTTACCCGAGCAATTACC50 
GTTCGTCTGCAGGAAAAAGAGGTTCTTCAATCTCCGGATGCAGCCGTTAATTTGGTCGATGTACTCAAAGGGGT
GAGCCCCGACTACAGCATCATTGCTCAGAAAGCAGCGCCAACAGATATTCTTGAACGCTTTGACACCCTGTTTAC
CCAGCAGTACGGTCTGACGCTGGATGCTCTGAGCAACCGTTACGATGCGATTTTGCGCCAACAGTTTTCGTCCG
TTGTCTCACGGCTGGAGACGTTGAACCAAACCTATATGCAACAGATAAGCCAAATGTCAGAGACTATTCAGACGT
TGCAAGGTGAGGTTGACGATCTGAGTCATGTCATCGATCAGAACCATCAGCTTCATCAGCAAATGGCGGATTTAC55 
ATAACAGTCGTTCATGGCGTATTACTCAACCACTACGCTGGTTGTCTTTGCAACGTCAATTATTACGTCAGGAAG
GGGCTAAAGTGCGAGCCCGTAGGGCTGGGAAAAAAATATTGCGCAAAGGGATGGCGCTCTCGCTGGTCTTTTT
CCATCGTTACCCTAAGTCTAAGGTTTATCTGTTTAAGGTTCTGAGAAAAACTGGCTGCTATACATTGCTACAACGT
TTGTTCCAACGCGTAATGCTGGTGCAATCTGACACGATGATGATGCAGTCCAGAAGATATGATGTGGGTACTGAA
GAAATGACAAGTCGCGCGATGAGTATTTATAACGAATTAAAAAATAAAAATACGGAGAAATAACGATGCGTATTGT60 
CATAGATTTACAAGGCGCACAGACGGAAAGCCGCTTTCGTGGCATCGGTCGTTATAGTATCGCAATCGCCAGAG
GCATAATCAGAAATAACAGCCGGCATGAGATTTTCATCGCGCTATCCGCCATGCTGGATGAGTCGATTGCAAATA
TTAAGGCGCAATTTGCCGATCTCCTGCCGGCAGAAAATATAGTCGTATGGCATGCCGTAGGCCCTGTTCGTGCG
ATGGACCAAGGTAATGAATGGCGTCGGGAGAGCGCAGAACTGATTCGGGAAGCGTTTCTTGAATCATTGTGTCC

ES 2 951 442 T3



72 

AGATGTCGTTTTCATTACGAGTTTGTTTGAAGGTCATGTCGACGATGCGGCTACATCGGTACACAAATTTAGTCG
TCAGTATAAAGTAGCCGTACTGCACCACGATCTTATCCCCCTCGTGCAGGCGGAAACCTATCTGCAGGACGATG
TATACAAACCCTACTATTTACAGAAAGTTGAGTGGTTAAAAAACGCTGACCTTTTGTTGACTAACTCTGCTTATAC
CGCACAGGAAGCGATCGAGCATCTGCATTTACAGGGCGATCATGTGCAGAATATTGCAGCCGCAGTCGATTCTC
AGTTTTGTATGGCGGAGGTGGCAGCGAGCGAAAAAGAGACCGTCCTTGGCCATTACGGTATTCAGCGCGAGTT5 
CATGTTGTATGCGCCCGGAGGATTTGACTCAAGGAAAAACTTTAAACGGTTGATTGAGGCCTATGCCGGGCTCA
GTGATGCCTTACGTCGCAGTCATCAACTGGTCATCGTCAGTAAGCTTTCCATCGGTGATCGTCAGTATCTGGAAT
CCCTTGCGTCAGGTAATGGTTTACAGCAGGGCGAACTGGTACTCACTGGTTATGTGCCGGAAGATGAGCTGATC
CAGCTCTATCGCCTATGTAAGCTGTTCATCTTTGCTTCACTACATGAAGGTTTTGGGTTGCCGGTTCTGGAAGCA
ATGTCGTGCGGTGCGCCGGTGATTGGCTCAAATGTCACCAGTATTCCTGAAGTCATCGGTAATCCTGAGGCATT10 
ATTCGACCCGTATTCTGTCTCTTCCATGAGGGATAAGATCGCGCAATGTTTGACTGATGATACCTTCCTCGCGCG
TCTGAAAGAAATGGCGCAGCAGCAAGCGCGTAATTTCTCTTGGGATAAAGCTGCGGTGACTGCTCTGGAAGCTT
TCGAAAAGATCGCGGTAGAAGACACCGGTACTGCGCAGGTTTTGCCTGAAGCTTTGATTCAGAAGATCCTTGCT
ATCTCACAAGGGCAGCCAGATGACCGCGATCTGCGCTTGTGCGCAACGGCCATTGATTACAATCTGAAAACGGC
AGAACTTTATCAAATCGACGATAAATCGCTGAACTGGCGTGTGGAAGGCCCATTCGATAGCTCATATAGTCTGGC15 
GTTGGTCAACCGCGAATTTGCCCGGGCACTCTCAGCCGATGGTGTAGAGGTTTTATTGCATTCCACTGAAGGAC
CAGGTGATTTTGCCCCAGATGCCTCGTTTATGGCACAGTCGGAAAATAGTGATCTTCTGGCATTTTATAATCAAT
GTCAGACCCGCAAGAGTAACGAAAAGATAGATATTATTAGCAGAAATATCTATCCACCGCGGGTTACCAAAATGG
ATGCCAAAGTAAAATTCCTTCATTGTTATGCTTGGGAAGAAACGGGCTTTCCGCAACCGTGGATCAATGAATTTA
ATCGGGAACTTGACGGAGTGCTGTGTACTTCGGAACATGTTCGTAAAATACTGATTGATAACGGACTGAATGTGC20 
CCGCATTTGTTGTTGGCAATGGCTGTGACCATTGGCTCAATATCCCAGCCGAGACGACAAAAGATGTGGATCAC
GGAACATTCCGTTTCCTGCACGTCTCTTCTTGTTTCCCACGCAAAGGGATACAGGCAATGCTTCAGGCTTGGGG
GAAGGCGTTCACTCGTCGTGACAATGTTATCTTAATCATTAAGACTTTTAACAATCCGCACAATGAAATTGACGCA
TGGCTGGCTCAGGCCCAGGCTCAATTCATAGACTATCCCAAAGTTGAAGTGATCAAAGAGGATATGTCAGCCAC
CGAGCTTAAAGGGCTTTATGAAAGCTGTGATGTTTTGGTTGCTCCAGGTTGCGCTGAAGGCTTTGGTTTACCTAT25 
TGCTGAAGCAATGCTGAGTGGGCTACCGGCTATCGTCACCAATTGGAGCGGGCAACTTGATTTTGTTAATTCACA
AAATTCATGGCTGGTTGACTATCAGTTCACTCGGGTAAAAACGCACTTTGGTCTGTTTTCCTCAGCCTGGGCCAG
TGTGGATATTGACAACTTAACAGATGCATTAAAAGCGGCAGCCTCAACCGATAAATCAGTGCTGCGTGACATGGC
CAATGCTGGTCGCGAGCTTCTTCTGCAGCAGTTTACCTGGAAAGCGGTGGCTGATCGTTCTTGCCAGGCGGTCA
AGACTCTGCGTGCGCATATTGATATTGCACAGCATCGGGCGCGCATTGGCTGGGTGACGACCTGGAACACGAA30 
ATGTGGGATCGCAACCTATTCCCAGCATCTGGTGGAAAGCGCACCTCATGGCGCGGATGTTGTTTTTGCTCCCC
AGGTCAGCGCTGGCGATCTTGTGTGTGCAGACGAAGAGTTTGTACTTCGCAACTGGATTGTAGGTAAAGAGAGC
AACTATCTGGAAAACCTCCAGCCACACATTGATGCTCTGAGACTCGATGTCATTGTGATCCAATTCAACTATGGA
TTCTTTAATCATCGAGAACTGTCGGCGTTTATTCGTCGCCAGCATGACGCCGGTCGTTCAGTTGTTATGACGATG
CACTCAACTGTGGATCCGCTGGAAAAAGAGCCGAGCTGGAATTTCCGTCTTGCTGAAATGAAAGAGGCGCTGGC35 
ACTTTGCGACCGGTTGTTGGTGCATTCGATTGCCGATATGAACCGCCTTAAAGATTTAGGCTTAACTGCGAATGT
TGCTTTATTCCCGCACGGTGTTATCAACTACTCCGCAGCGAGCGTCACACGTCAACAGCAGTCTTTACCGCTAAT
TGCGAGCTATGGCTTCTGCTTACCGCATAAGGGCCTGATGGAACTAGTAGAATCCGTCCATAGACTCAAGCAAG
CCGGTAAACCGGTTCGTTTACGACTGGTGAACGCAGAGTATCCTGTTGGGGAGTCACGCGATCTGGTGGCAGA
GCTTAAAGCTGCTGCTCAGCGGTTAGGTGTTACCGATCTGATTGAGATGCATAATGATTTCCTACCTGATGCGGA40 
GAGTCTGCGGTTGCTTTCAGAAGCCGATCTTCTGATTTTTGCTTATCAGAATACTGGGGAGTCTGCTAGCGGGG
CGGTACGTTATGGTATGGCGACTCAAAAACCTGTTGCGGTAACGCCCCTGGCGATATTTGATGATTTGGACGAT
GCCGTCTTTAAATTTGATGGATGCAGCGTCGATGATATCAGTCAGGGGATTGACCGGATCCTGAATTCCATCCGT
GAACAGAACTCTTGGGCAACCAGGACTCAACAACGTGCCGATGCATGGCGGGAACAACATGATTATCAAGCTGT
TTCACGCCGTCTGGTTAATATGTGTCAAGGCTTAGCTAAAGCTAAATATTTTAAATAAAAATATCTCTCTTGTATTT45 
TTTGCCTTTGAATACAAGAGGGGTTAGATAATGTGTCATTTATTATGAAAATTATTTTTGCTACTGAGCCAATTAAA
TACCCATTAACGGGCATCGGTCGGTATTCCCTGGAGCTGGTTAAGCGGCTGGCGGTCGCCCGCGAAATTGAAG
AATTAAAGCTATTTCACGGTGCGTCGTTTATAGAACAGATCCCTTTGGTGGAGAATAAAAGCGATACCAAAGCCA
GCAATCATGGTCGTCTGTCGGCGTTTCTACGCCGACAGACGCTGTTGATTGAGGCTTATCGCTTGCTGCATCCG
CGGCGCCAGGCGTGGGCATTGCGCGACTATAAGGATTATATCTACCATGGCCCCAATTTTTATCTGCCGCATAA50 
ACTGGAACGCGCCGTGACCACGTTTCATGACATATCCATTTTTACCTGCCCGGAATATCATCCAAAAGATCGGGT
TCGCTATATGGAGAAGTCCCTGCATGAGAGTCTGGATTCGGCAAAGCTGATCCTGACCGTTTCTGATTTCTCGC
GCAGTGAAATTATCCGCTTGTTCAACTATCCGGCGGAGCGGATCGTAACCACCAAGCTAGCCTGCAGCAGTGAC
TATATCCCACGCAGCCCGGCAGAGTGTCTGCCGGTACTGCAGAAATATCAGCTGGCGTGGCAGGCCTACGCGC
TATATATCGGCACTATGGAGCCACGTAAAAATATCCGAGGCCTGCTGCATGCCTATCAGCTGCTACCGATGGAG55 
ATCCGCATGCGCTATCCGCTAATCCTTAGCGGCTATCGCGGCTGGGAAGACGATGTGCTGTGGCAGTTAGTCGA
GCGCGGTACTCGGGAAGGCTGGATCCGTTACCTCGGATATGTTCCGGATGAAGACCTGCCGTATCTGTACGCA
GCGGCCAGAGTCTTTGTTTATCCCTCCTTCTACGAGGGATTCGGTTTACCTATTCTTGAAGCGATGTCTTGCGGT
GTGCCGGTAGTATGCTCCAATGTCACCTCTTTGCCTGAGGTTGTTGGCGATGCCGGCCTCGTTGCCGATCCTAA
TGATATAGACGCGATTAGCGCGCAAATTTTGCAGAGCCTGCAAGATGATAGCTGGCGGGAAATCGCCACCGCG60 
CGCGGTCTTGCTCAGGCGAAACAGTTTTCGTGGGAGAACTGTGCGACACAGACCATTAACGCCTATAAATTACT
CTAAGGGTGTCAGTTGAGAGTTCTACACGTCTATAAGACTTACTATCCCGATACCTACGGCGGTATTGAGCAGGT
CATTTATCAGCTAAGTCAGGGCTGCGCCCGCCGGGGAATCGCAGCCGATGTTTTCACTTTTAGCCCGGACAAAG
ATACAGGTCCTGTCGCTTACGAAGATCATCGGGTCATTTATAATAAACAGCTTTTTGAAATTGCCTCCACGCCGTT
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TTCGCTGAAAGCGTTAAAGCGTTTTAAGCTGATTAAAGATGACTACGATATCATCAACTACCATTTTCCGTTTCCC
TTTATGGATATGCTGCATCTTTCGGCGCGGCCTGACGCCAGGACTGTGGTGACCTATCACTCTGATATAGTGAAA
CAAAAACGGTTAATGAAGCTGTACCAGCCGCTGCAGGAGCGATTTCTCAGCGGCGTAGATTGCATCGTTGCCTC
GTCGCCCAATTACGTGGCTTCCAGCCAGACCCTGAAAAAATATCTGGATAAAACGGTGGTGATCCCGTTTGGTC
TGGAGCAGCAGGACGTGCAGCACGATCCGCAGAGGGTCGCGCACTGGCGGGAAACTGTCGGCGATAAGTTCT5 
TTCTCTTCGTCGGCACTTTCCGCTACTACAAAGGGCTGCATATTCTGATGGATGCCGCTGAGCGTAGCCGACTG
CCAGTGGTGGTTGTAGGGGGCGGGCCGCTGGAATCGGAAGTGCGGCGTGAAGCGCAGCAGCGCGGGCTGAG
CAATGTGATGTTTACCGGCATGCTCAACGACGAAGATAAGTACATTCTCTTCCAGCTCTGCCGGGGCGTGGTATT
CCCCTCGCATCTGCGCTCTGAGGCGTTTGGCATTACGTTATTGGAAGGCGCACGCTTTGCAAGGCCGCTGATCT
CTTGCGAGATCGGTACAGGTACCTCTTTCATTAACCAGGACAAAGTGAGTGGTTGCGTGATTCCGCCGAATGAT10 
AGCCAGGCGCTGGTGGAGGCGATGAATGAGCTCTGGAATAACGAGGAAACCTCCAACCGCTATGGCGAAAACT
CGCGTCGTCGTTTTGAAGAGATGTTTACTGCCGACCATATGATTGACGCCTATGTCAATCTCTACACTACATTGC
TGGAAAGCAAATCCTGAGCGGCCGCGAGCTCGTCGACTCGAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTT
CCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCAT
ATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCAT15 
TCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGA
TGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAG
ACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCT
CTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAA
ACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCG20 
TGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGT
CCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGT
AGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACA
ACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCA
ACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAA25 
GATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGT
ACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTG
CACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAG
CAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAG
GGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTT30 
CCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCG
CTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCT
TATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGC
TGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGA
AGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA 35 

SEQ ID NO: 15 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O15 rfb – O15–producción EPA cepa stLMTB11738) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA40 
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC45 
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA50 
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGCTAGCATGAGCAAAACTAAACTAAATGTTCTTTACCTTGCAATAAGTCAGGGTGCCAATTACCTACTGCCATTA
TTAATTTTTCCTTATCTTGTTAGAGTCATTGGTGTATCGAATTTTGGTGATCTGAGTTTTTCATTGATAACTATACAA55 
GTGTTGTTAATGGTTGTTGAATATGGTTTTGGATATAGTGGGACAAGAGAAATAGCACTAAATAACGATAAAAAAT
ACCATTCTGAATTTTTTTGCGGTGTGGTGCTTGCTCGTTTTATATTAATGCTAATTGCAGCTATAATACTCATAATA
CTCTGTTTTTTTTATGTTTTTAACGACGTTAAGTCTTTGTTATGTGTTGGTTTTCTGTCCGTAATTGCAGGTGTTTT
CAATCCAAATTGGTTTTTGCAAGGTAAGGAAATGATGAGTGTGATGGCTGTGCTGTCACTATTTTCACGAGGCAT
AGCAGTCGTTGCAGTTTATCTAATTATAAAACCCGCAACGCCGATGTACATCAGTGCCTTATTATTGAGCATGCC60 
ATATATTTTGTATTCATTCTGTGGCGTTGCCTACTTACTTATTATCAAGGAGATTTTTTTATGTAGGCCACCGATAA
AGAAAATTCAAGTAATTTTAAAAAATGGATTTCATTTTTTTTGTTCAACACTTGCGACTAGTGCATACACAATGTTG
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ACCCCTCTTGTATTGGGTGGCGTATCTGGAAAGTTTGATGTAGGCATCTTTAACTCAGCTAACATGATCAAACAA
GGTTTGGCTGGACTTGCATCACCATTAGTCCAAGCTTTTTATCCAAGAATTAACATTTTGCAAAGAGAGAATCCAT
ATATTGCAAACTTAAAATCTAGAATGATTCTTAAATACTTGCTTGTTTTTTACATGGCTTTAGCAATACCATTTTTAC
TTTTTGCCAACCAATTATCATTATTAATATTCGGCATGAAAGGTGAAGTAATTGCAGGTGCAATGCAATTAATGAC
ATTGCTTCCTATATTCATAGGTTTTAATACAGTTGTCGGGTTACTTGTATTAGTACCTAATGGGATGCAAAAACAG5 
TATTTCAAATCTATTTTCCTAGGAACTATTACTTGTTTAAGCATAGTTTATCCAGCATGTAAATATTATGGAGCAAC
GGGTGCGATTGTGAGTCTTATTGTAGCTGAAATTTTCGTTGGCATGGGAATGCTTAAACAATTCATTAAAGTAAAT
AAAACCGTATGTAGGCCTCATAAATTATGAATATCTCGGTAATAATATCTGTTTGGAAACGCCCAGTTCAATTAGA
ATTGATTCTCTCTGAGCTCGATTCTCAGGCTAAAGACAATAGTCTACACCTAGAAGTAATTGTTTCCGATAGTCAT
AGTGGTAAAGAAATTGATGATGTAGTTGCTGATAATATTCATAAAAAGAAAAATATTAATATTATCCATCAACATAC10 
TAAAAATATACTCTCCGCTAAGCGCAATTTCGGAGCATCCCTAGCCCATGGGGATTATTTAATATTTCTTGATGAT
GATTGTATACCCGCAAGTGGATATATATCATCGTTGCTGAACTATTTAAAAAAAATGAATAGTAAAAGCGTTTTAT
GTGGGGAAGTTAGATTCGAAAATGAACTCATTGAGACCAGCAATTACTATCGCTACAGGAACTCTTTACACCCTA
AGTTTAGTGATAGTCCTGATATCTCTATGAATGCCTGGACTTTTGTCGCAATGAATTGTGTTCTTGATAGAAAGGC
ATTTTCATCAGGTATAGTTTCATATAATGAAAATTTTATTGGTTATGGTTGTGAAGATCATGAGTTTGGGTGGCAAC15 
TTGAAAAAAATGACTTCAAAATTATTTTTGCTGATTTTAAAATATTACATCACGAATACAGTGGCGATATAGAAGGA
TATACAAAAAAAATTCGTGCTACAGCACGTGATGGTATGAATGTATTAAGCAAAGTAAGGCCTGAAATGTTTTCTA
CTAATAAAAAATTATTCCTAGTTGAGAAAATATTTAGTAAACACAAAACGTTTAGTAAAATATGCCAATCAATATTTT
TCAATAAATTTATTTTTAAAAAAATAATACAATTTTTAAAAAAAACAGATGCAAATAAAAAACTCTATTTCCCAATTCT
TTACAGATATGTGTTGATTTCGGCATATATACATGGTATTGGAGAGCGTGGCACCTCAAAAACAGATGATTTGCTT20 
AAGAACTGGTATATATAGATGATGCTATCTTCATTTATTAAGACATTTGTATGGAAGGTAAAAAACAATGAAGTATA
ATGCATTGATGGCTTTTTTATTATTTTTTGTTGTTTTTTTTAGATTGTCGCTGATAATACCTTTCTTATATTTGGCATT
TATTCCTGCATTTTTTGGTATTATGTATTTAGTGCGTAATTTTATGATTACTATGGGCAATGGATTGGTATCTATAG
ATCGTAAAAATTTGTTGCTGTTATCTATATTCATAATTATTTTTTTATTTTGTTTGGTTTTCGATTTGTTTCAAAAAAG
CCATTCTTTTCAAAGTTATTTTACCGTTAGATTATTTATGTTGTTTTTATTTTCATTTGTTCCTGCGTATTATTTAGTA25 
AATAGATTCATAAAGGGTGACTTGAAATTAATGGAGCGAATATTAGTGTATTCTCTCTGGGTTCAAATAGTTATTTT
TTTTGGTATGTATATAAGTCCAGAGTTAAAAAGATTGTTATATACTTTCTTTGGTATGTCTGACTCTGTTAATCTTT
GGGAACAAAATGCTAAAGTAAGAGGATTTGGGTTGTCGGGTGAAATAAATTTCATGACACCATTTTTGATGATCTA
TATGTCATTTTTTATGATGAAAAGGCGTTATGCTTTAATTACTTTAATTTGTCTGACTCAAATCGTAAATTCTAACAT
GGCTGTGATTGCAGCCATTATTGGTATCGGTTGCTCTAGACTTAATATTAATATAAAAATTGCAACAGTATTGATTT30 
TGGGAGTTTTAGTTTATAGCTTAGGAGCGGTGTTCTTTCCTCGATTTTATGATGAGTTCGTTTCTGGAGATGGCAC
AAGAACTCTGGATATCTTATTACAGCAACATGTGTTTGTTGTAGGTAATTTAGATTTTTTTAATATTATATTTGGATT
ACAGCAAAACATATCTTCATCAATCCCCGATATTAAACAAAGTTCGGATATGGGCTGGGTTATACTGTTTAATTAC
GGTGGGTTAACATTTATTACACTCTTTTTATTTTTAATCTTTACTATTTCTATTGCGACATTTGGAATGACATATCAA
GCAATTATATGGATGTTAATTGGGATAATTTTCAATACCAAAGGTTTAGTTTTAGGATCTAACGGCTATTTCTTTCT35 
ATCTTTTATATATATGTTTTTGAATAGAGTAACACTTAGTGGACAGAGTTCAATTACTAATAAGTTAGGTCAAGTAA
GTAAATAGCTTCCAGAGTATATTTGTCAATGATTTGAGGTTCGGTTATTATGTTTTCATCTAAAACACTGTTAATTA
CTGGTGGTACTGGCTCTTTCGGGAATGCTGTATTAAATAGATTTCTTGATACAGATATTGCAGAAATCCGTATATT
TAGTCGTGATGAAAAAAAACAAGATGATATGCGGAAAAAATACAATAATCAAAAATTAAAGTTCTATATTGGTGAT
GTCAGAGATTACCGTAGTATTTTGAATGCGACTCGCGGTGTTGATTTTATATATCATGCAGCGGCACTTAAGCAA40 
GTTCCATCATGTGAATTTCATCCTATGGAAGCCGTTAAAACTAATATCCTTGGTACGGAAAATGTTCTTGAAGCAG
CTATAGCGAATGAAGTGAAGAGGGTTGTATGCCTAAGTACTGATAAAGCTGTATACCCGATTAACGCAATGGGTA
TTTCAAAAGCTATGATGGAAAAGGTCATGGTCGCGAAATCCCGTAATGTTGATCGCAATAAAACAGTAATATGTG
GTACCCGTTATGGGAATGTTATGGCATCTCGCGGTTCAGTTATTCCATTATTTGTTGATCTTATTAGAGCGGGCAA
GCCACTCACAATAACTGATCCTAATATGACCCGCTTTATGATGACTCTTGAGGATGCGGTAGATTTAGTTCTTTAT45 
GCGTTTGAACATGGTAATAATGGTGATATCTTTGTGCAAAAAGCACCTGCAGCAACTATTGACACATTAGCTATTG
CTTTAAAGGAATTACTAAATGTTCCTGACCATCCGGTAAATGTCATTGGAACGCGTCATGGCGAGAAATTATATGA
AGCTCTACTTAGTCGTGAGGAAATGATCGCTGCTATAGATATGGGCGATTATTACCGTGTCCCGCCAGATCTTCG
TGACCTTAATTATGGCAAATATGTTGAGCAAGGTGATAGCCGAATATCTGAAATAGAAGATTATAACTCTCATAAT
ACTCAACGGTTAGATGTTGAAGGCATGAAAGAGCTCTTGCTAAAATTAGCCTTTATTCGAGCAATTCGTGCTGGT50 
GAAAAATATAATCTGGATTCATGATATGAAAATATTAGTTACTGGTGCAAATGGTTTTATTGGTCGTAATTTATGTT
TGAGGCTTGAGGAACTTGGTTATAAAGATCTTATTAGAATTGATCGAGAATCAACGAAGCAAGATCTTGAACAAG
GCTTACAGGATGCCGATTTTATTTATCACTTAGCTGGTATCAATAGACCTAAGACTGATGATGAGTTTATTTCTGG
AAACAGTGATTTAACAAAGCATATAGTTGAGTATCTCCTTTCTATTGGTAAGAATACACCAATTATGCTAAGTTCTT
CGATACAAGCTGAACTTAATAATGCTTATGGGGTTAGCAAAGCTGTAGCTGAAAGCTATGTCGAAAAATATGCTG55 
CTGCTAGTGGTTCTTCGTATTATATTTTCAGATATCCAAACGTTTTTGGTAAATGGTGTAAGCCAAACTATAATTCT
TTTATAGCAACTTTTTGCTACAATATTTCCAATGATATTGAGATTACTATCAATGATGCAGCAGCGCCAGTCAATCT
GGTCTATATTGATGATGTTTGTACTGATGCTATAGCTCTTCTCTCTGGGACGGTTGAAAGTGGATATAAAGTTGTT
GCACCAATTTATTCAACAACAGTTGGTGAAGTTGCAGAATTAATTTATAGCTTCAAAAATAGCCGTTCCACCCTGA
TCACAGAGGCTGTCGGGGCGGGATTTACCCGTGCATTGTATTCTACATGGCTGAGTTATTTACCAGCAGAGAAG60 
TTTGCGTACAAGGTACCTTTTTATGGGGATGCCCGCGGAGTCTTTTGTGAGATGTTGAAAACGCCTTCAGCGGG
GCAGTTTTCATTTTTTACTGCTCACCCTGGTATTACGCGTGGCGGACATTACCATCACAGTAAAAATGAGAAGTTT
TTGGTCATTCGAGGTCAGGCATGCTTTAAATTTGAACATGTGATTACCGGTGAGCGATATGAACTGAAAGTTTCA
TCGGGTGAGTTTAAGATTGTTGAAACAGTTCCTGGTTGGACACATGACATTACAAATATTGGAACTGATGAATTAA
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TAGTCATGCTCTGGGCAAATGAAATTTTCAACCGTGATGAGCCCGATACTATTGCGAGACCTCTATAATGAAAAA
ATTAAAAGTTATGTCTGTTGTTGGAACCCGTCCTGAGATTATCCGTTTGTCGAGGGTTCTTGCTAAGTTTGATGAA
TACTGCGAGCATATTATTGTCCATACTGGTCAAAATTATGATTACGAATTAAATGAAGTGTTCTTCAATGACTTGG
GTGTTCGAAAACCTGATTATTTTTTAAATGCAGCGGGTAAAAATGCGGCGGAAACCATTGGTCAGGTTATTATTAA
GGTAGATGAAGTATTAGAAATCGAAAAACCTGAAGCAATACTGGTATTGGGCGATACGAATTCATGTATTTCTGC5 
CATTCCGGCCAAACGCCGTAAAGTGCCTATATTTCATATGGAAGCAGGTAACCGTTGTTTCGATCAACGCGTGCC
TGAAGAAACCAACAGACGTATTGTTGACCATACGGCTGATATCAATATGACCTACAGTGATATTGCTCGTGAATAT
CTCTTGGCTGAAGGTATCCCAGCTGATCGGATCATAAAAACTGGTAGCCCTATGTTTGAGGTTCTTTCATATTATA
TGCCCCAAATTGATGGTTCAGATGTGCTATCGCGTTTGAATCTACAGTCTGGTGAGTTTTTTGTAGTAAGTGCGC
ATCGTGAAGAGAATGTTGATTCTCCAAAACAGCTCGTAAAGCTTGCGAACATTCTAAATACTGTTGCTGAAAAATA10 
TAATCTTCCAGTTATTGTCTCCACACACCCAAGGACACGTAACCGAATCCGTGAGCAAGGAATTGAATTTCATTC
AAATATAAATCTACTGAAACCATTGGGTTTCCATGATTATAACCACTTGCAGAAGAACTCACGAGCTGTGCTTTCA
GATAGCGGTACTATCACTGAAGAGTCATCCATCATGAATTTCCCAGCGGTAAACATCCGGGAAGCGCATGAGCG
TCCGGAAGGCTTTGAGGAAGCATCCGTCATGATGGTGGGGTTAGAGTGTGAACGCGTATTACAAGCGCTGGATA
TTCTGGCAACACAACCGCGAGGTGAAGTCCGTCTTTTACGTCAGGTTAGTGATTACAGCATGCCAAATGTGTCG15 
GATAAAGTTGTCAGAATTGTTCACTCTTACACAGATTATGTTAAGAGAGTCGTCTGGAAAGAATATTGATGAAACT
TGCTTTAATCATAGATGATTACCTGCCCAACAGTACTCGTGTTGGTGCAAAAATGTTTCATGAACTTGCTCAAGAA
TTTATCCAGCGTGGGCACGATGTTACGGTAATTACTCCTGGTACGGGCATGCAAGAAGAGATTTCTTTTGATACC
TTTCAGGGGGTAAAAACATGGCGTTTTAAAAGCGGGCCGCTCAAGGATGTAAGTAAAATTCAGCGAGCGGTCAA
TGAAACGCTTTTGTCCTATCGGGCGTGGAAAGCCATCAAAAAATGGGTAAAAAAAGAGACCTTTGAGGGGGTGA20 
TTTATTATTCACCTTCCATATTCTGGGGGCCTTTAGTTAAAAAAATTAAAGCTCGTTGCCAATGTCCTGCTTATCTT
ATTTTAAGAGATATGTTTCCACAATGGGTAATTGATGCAGGAATGCTTAATGCTGGTTCCCCAATAGAACGCTACT
TTCGTCTTTTTGAAAAAATATCTTATCGTCAGGCAAATCGTATTGGACTTATGTCTGATAAGAATCTTGATGTTTTT
CGGAAAGATAATAAAGGCTATCCGTGCGAAGTTTTGCGTAATTGGGCATCCCTAACACCAACGATCATACCCAAG
GATTATATACCACTACGTAAGCGACTTGGCCTAGAGGATAAAACCATTTTCTTCTATGGTGGAAACATAGGTCAT25 
GCACAGGACATGACAAACTTGATGCGACTTGTGAGAAACATGGCAGCATATCCTCAAGCTCATTTCCTATTTATT
GGCCAGGGGGATGAAGTTGAATTAATTAATTCATTAGCATCTGAGTGGGCATTGACGAATTTCACCTATTTGCCC
TCGGTTAACCAAGATGAATTTAAGTTCATTTTGTCGGAAATGGATATCGGCTTGTTTTCTCTTTCCGCTAGACACT
CTTCCCATAATTTTCCTGGTAAGTTATTAGGCTATATGGTTCAGTCGCTACCTATTTTAGGTAGCGTAAATGCCGG
AAATGATTTGCTCGACATTGTCAATCAAAATAATGCGGGATTAATCCATGTCAATGGTGAGGACGATAAATTATGT30 
CAATCTGCGCTATTAATGTTGCATGATATTGATGTGCGCCGGCAACTTGGTTCGGGGGCGAATATATTGTTGAAA
GAACAATTCTCCGTTGAGTCTGCGGCACAGACGATAGAAATGAGGTTGGAGGCATGCAATGCGATTAATTGATA
ATGACCAACTCGACGAATTATATGATCAAGCCGGGCAATCGGAACGTTTACGTTCCCACCTTATGATGCACGGCT
CGCATCAAGAAAAGGTACAGCGTTTACTTATTGCATTAGTAAAGGGCAGCTATGTTGAACCGCATTATCACGAAC
TTCCTCATCAGTGGGAAATGTTCATTGTTATGGAGGGGCAACTTCAGGTTTGTTTGTATGGTAGAAATGGTGAGG35 
TTATAAAGCAATTTATAGCAGGAGATAATACTGGAATGAGCATTGTGGAGTTTTCTCCGGGCGATATACACAGTG
TCGAATGCCTATCTCCGCGTGCTCTTATGGTGGAAGTTAAGGAGGGGCCATTTGACCCTTCTTTTGCAAAATCGT
TCGTGTGAGCGGCCGCGAGCTCGTCGACTCGAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTT
CTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGG
ATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGT40 
GATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAA
CCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGT
GATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCC
TCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGA
TAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGC45 
AGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGC
CTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGG
TGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATA
CGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGG
CGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCA50 
AAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGG
ACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTC
TTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGG
CTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGC
TGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGC55 
ATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTG
GCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAA
CGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGA
ACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATA
CCGAATGGCTGGATTAA 60 

SEQ ID NO: 16 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O16 rfb – O16–producción EPA cepa stLMTB11739) 
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ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC5 
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA10 
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC15 
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCAGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAG
GATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCGGAAACCGGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAA
CGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCTGCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGAT20 
GCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAA
TATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACTGGTCTGCTCTTGATAGCGACAAGAAAAATAG
CTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTGCCTCATCCAGATGAAGTAAATAATACAGAA
GAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCCTTATTCCGCATCCAAAGCATCCAGCGAT
CATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACATATGGTTTACCGACAATTGTGACTAATTGCTCGAACAACTATGGTCCT25 
TATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGCACTGGAAGGTAAGGCATTACCTATTTATGGCA
AAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTTATATACCGTCGTAACCGAAGGT
AAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATCGATGTAGTGCTCACTATTTGTGAT
TTGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTTGCTGATCGTCCGGGACAC
GATCGCCGCTATGCTATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGCATTGGGATGGAAACCACAGGAAACGTTTGAGAG30 
CGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGTGCCTATCA
ATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGGCAGGTAGG
TTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTTTGGGTAATTTGATTGCTTTTGATGTTCACTCTACTGATTATTGCGGT
GATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCGGATATTATTGTCAATGCAGCCGCT
CACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTAATTAACGCAACAAGTGTCGAAGCGAT35 
TGCGAAAGCAGCAAATGAAGTTGGAGCCTGGGTTATCCATTACTCGACTGATTACGTCTTCCCTGGAAATGGCG
ATATGCCATGGCTGGAGACGGATGCAACCGCACCACTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCCGGAGAAAAA
GCGTTACAGGAATATTGCGCGAAGCATCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGAAAAGGAAATAACTTC
GCCAAAACGATGTTACGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCGGTTATTAACGATCAGTTTGGTGCGCCAAC
AGGTGCTGAACTGCTGGCTGATTGTACAGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGCAGGCT40 
TGTACCATTTGGTAGCCAGTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAA
GCAGGCATTCCCCTTGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCC
ACATAACTCTCGCCTTAATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGCGT
GAAACGAATGCTCAATGAATTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAGCA
AGATGAATTAAAAGGAATGATGAAATGAAAATGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACACGTCTTT45 
ATCCTGTGACTATGGCTGTCAGTAAACAGCTATTACCTATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTAC
ACTGATGTTGGCGGGTATTCGCGATATTTTGATTATCAGTACACCTCAGGATACTCCTCGTTTTCAACAATTGCTG
GGTGACGGTAGCCAGTGGGGCCTGAATCTTCAGTACAAAGTGCAACCTAGCCCAGATGGCCTCGCGCAGGCAT
TTATCATCGGTGAAGAGTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCTTTGGTTCTTGGTGATAATATCTTTTACGGTCACGA
TCTGCCGAAGCTAATGGAGGCCGCTGTTAACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCC50 
AGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATAAAAACGGTACGGCAATCAGTCTGGAAGAAAAACCGTTAGAACCAAA
GAGTAATTACGCCGTTACAGGTCTGTACTTTTATGATAACGACGTGGTTCAGATGGCGAAAAACTTGAAGCCGTC
TGCACGTGGTGAGTTAGAAATTACAGATATTAACCGTATTTATCTTGAGCAGGGACGTCTGTCTGTCGCGATGAT
GGGGCGTGGCTACGCGTGGCTGGACACGGGGACTCATCAGAGTCTGATAGAAGCAAGTAATTTTATTGCGACA
ATTGAAGAGCGCCAGGGATTGAAGGTTTCCTGTCCTGAAGAGATTGCATTTCGTAAAGGTTTTATTGATGTTGAG55 
CAAGTAAGAAAATTAGCTGTACCACTAATAAAGAATAATTATGGGCAGTATCTTTATAAAATGACGAAGGATTCAA
ATTAATGAATGTGATTAGAACTGAAATTGAAGATGTGCTAATTCTGGAGCCAAGAGTATTTGGTGATGATAGAGGT
TTCTTTTATGAGAGCTTTAATCAATCAGCATTTGAACATATTCTAGGCTATCCGGTCAGCTTTGTTCAAGACAATCA
CTCACGTTCATCAAAAAATGTACTCAGAGGCCTTCACTTTCAACGCGGCGAGTACGCACAAGATAAACTTGTACG
CTGCACTCATGGAGCAGTTTTTGATGTTGCTGTTGATATTCGACCCAATTCGGTATCCTTTGGTAAATGGGTTGG60 
TGTTCTGCTTTCAGCTGATAATAAGCAGCAGTTGTGGATACCAAAAGGGTTTGCTCATGGCTTTTTGGTTCTGTCT
GATATCGCTGAATTTCAATATAAAACTACAAACTATTATCATCCTGAAAGCGATTGTGGAATATGTTGGAATGATG
AACGCATTGCAATTGATTGGCCCCAAACATCAGGGTTAATCCTTTCGCCAAAAGATGAAAGGCTCTTTACGTTAG
ATGAGCTTATCAGATTAAAATTAATTGCATGAATACGAATAAATTATCTTTAAGAAGAAACGTTATATATCTGGCTG
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TCGTTCAAGGTAGCAATTATCTTTTACCATTGCTTACATTTCCATATCTTGTAAGAACACTTGGTCCTGAAAATTTC
GGTATATTCGGTTTTTGCCAAGCGACTATGCTATATATGATAATGTTTGTTGAATATGGTTTCAATCTCACAGCAA
CTCAGAGTATTGCCAAAGCAGCAGATAGTAAAGATAAAGTAACGTCTATTTTTTGGGCGGTGATATTTTCAAAAAT
AGTTCTTATCGTCATTACATTGATTTTCTTAACGTCGATGACCTTGCTTGTTCCTGAATATAACAAGCATGCCGTAA
TTATATGGTCGTTTGTTCCTGCATTAGTCGGGAATTTAATCTACCCTATCTGGCTGTTTCAGGGAAAAGAAAAAAT5 
GAAATGGCTGACTTTAAGTAGTATTTTATCCCGCTTGGCTATTATCCCTCTAACATTTATTTTTGTGAACACAAAGT
CAGATATAGCAATTGCCGGTTTTATTCAGTCAAGTGCAAATCTGGTTGCTGGAATTATTGCACTAGCTATCGTTGT
TCATGAAGGTTGGATTGGTAAAGTTACGCTATCATTACATAATGTGCGTCGATCTTTAGCAGACGGTTTTCATGTT
TTTATTTCCACATCTGCTATTAGTTTATATTCTACGGGAATAGTTATTATCCTGGGATTTATATCTGGACCAACGTC
CGTAGGGAATTTTAATGCGGCCAATACTATAAGAAACGCGCTTCAAGGGCTATTAAATCCTATCACCCAAGCAAT10 
ATACCCAAGAATATCAAGTACGCTTGTTCTTAATCGTGTGAAGGGTGTGATTTTAATTAAAAAATCATTGACCTGC
TTGAGTTTGATTGGTGGTGCTTTTTCATTAATTCTGCTCTTGGGTGCATCTATACTAGTAAAAATAAGTATAGGGC
CGGGATATGATAATGCAGTGATTGTGCTAATGATTATATCGCCTCTGCCTTTTCTTATTTCATTAAGTAATGTCTAT
GGCATTCAAGTTATGCTGACCCATAATTATAAGAAAGAATTCAGTAAGATTTTAATCGCTGCGGGTTTGTTGAGTT
TGTTGTTGATTTTTCCGCTAACAACTCTTTTTAAAGAGATTGGTGCAGCAATAACATTGCTTGCAACAGAGTGCTT15 
AGTTACGTCACTCATGCTGATGTTCGTAAGAAATAATAAATTACTGGTTTGCTGAGGATTTTATGTACGATTATATC
ATTGTTGGTTCTGGTTTGTTTGGTGCCGTTTGTGCGAATGAGTTAAAAAAGCTAAACAAAAAAGTTTTAGTGATTG
AGAAAAGAAATCATATCGGTGGAAATGCGTACACAGAGGACTGTGAGGGTATCCAGATTCATAAATATGGTGCAC
ATATTTTTCATACCAATGATAAATATATATGGGATTACGTTAATGATTTAGTAGAATTTAATCGTTTTACTAATTCTC
CACTGGCGATTTATAAAGACAAATTATTCAACCTTCCTTTTAATATGAATACTTTCCACCAAATGTGGGGAGTTAAA20 
GATCCTCAAGAAGCTCAAAATATCATTAATGCTCAGAAAAAAAAGTATGGTGACAAGGTACCTGAAAATTTGGAG
GAGCAGGCGATTTCATTAGTTGGGGAGGACTTATACCAAGCATTGATAAAGGGTTATACGGAGAAGCAGTGGGG
AAGAAGTGCAAAAGAATTGCCTGCATTTATTATTAAGCGAATCCCAGTGAGATTTACGTTTGATAACAATTATTTTT
CCGATCGCTATCAAGGTATTCCGGTGGGAGGCTACACTAAGCTTATTGAAAAAATGCTTGAAGGTGTGGACGTA
AAATTAGGCATTGATTTTTTGAAAGACAAAGATTCTCTAGCGAGTAAAGCCCATAGAATCATCTACACTGGACCCA25 
TTGATCAGTACTTCGACTATAGGTTTGGAGCGTTAGAATATCGCTCTTTAAAATTTGAGACGGAACGCCATGAATT
TCCAAACTTCCAAGGGAATGCAGTAATAAATTTCACTGATGCTAATGTACCATATACCAGAATAATTGAGCATAAA
CATTTTGACTATGTTGAGACAAAGCATACGGTTGTTACAAAAGAATATCCATTAGAGTGGAAAGTTGGCGACGAA
CCCTACTATCCAGTTAATGATAATAAAAACATGGAGCTTTTTAAGAAATATAGAGAGTTAGCTAGCAGAGAAGACA
AGGTTATATTTGGCGGGCGTTTGGCCGAGTATAAATATTATGATATGCATCAAGTGATATCTGCCGCTCTTTATCA30 
AGTGAAAAATATAATGAGTACGGATTAATGATCTATCTTGTAATTAGTGTCTTTCTCATTACAGCATTTATCTGTTT
ATATCTTAAGAAGGATATATTTTATCCAGCCGTATGCGTTAATATCATCTTCGCACTGGTCTTATTGGGATATGAA
ATAACGTCAGATATATATGCTTTTCAGTTAAATGACGCTACGTTGATTTTTCTACTTTGCAATGTTTTGACATTTAC
CCTGTCATGTTTATTGACGGAAAGTGTATTAGATCTAAATATCAGAAAAGTCAATAATGCTATTTATAGCATACCAT
CGAAGAAAGTGCATAATGTAGGCTTGTTAGTTATTTCTTTTTCGATGATATATATATGCATGAGGTTAAGTAACTAC35 
CAGTTCGGGACTAGCTTACTTAGCTATATGAATTTGATAAGAGATGCTGATGTTGAAGACACATCAAGAAATTTCT
CAGCATACATGCAGCCAATCATTCTAACTACTTTTGCTTTATTTATTTGGTCTAAAAAATTTACTAATACAAAGGTA
AGTAAAACATTTACTTTACTTGTTTTTATTGTATTCATCTTTGCAATTATACTGAATACTGGTAAGCAAATTGTCTTT
ATGGTTATCATCTCTTATGCATTCATCGTAGGTGTTAATAGAGTAAAACATTATGTTTATCTTATTACAGCTGTAGG
TGTTCTATTCTCCTTGTATATGCTCTTTTTACGTGGACTGCCTGGGGGGATGGCATATTATCTATCCATGTATTTG40 
GTCAGCCCTATAATCGCGTTTCAGGAGTTTTATTTTCAGCAAGTATCTAACTCTGCCAGTTCTCATGTCTTTTGGT
TTTTTGAAAGGCTGATGGGGCTATTAACAGGTGGAGTCTCTATGTCGTTGCATAAAGAATTTGTGTGGGTGGGTT
TGCCAACAAATGTTTATACTGCTTTTTCGGATTATGTTTATATTTCCGCGGAGCTAAGCTATTTGATGATGGTTATT
CATGGCTGTATTTCAGGTGTTTTATGGAGATTGTCTCGAAATTACATATCTGTGAAAATATTTTATTCATATTTTATT
TATACCTTTTCTTTCATTTTTTATCATGAAAGCTTCATGACTAATATTAGCAGTTGGATACAAATAACTCTTTGTATC45 
ATAGTATTCTCTCAATTTCTTAAGGCCCAGAAAATAAAGTGAAAATGTATTTTTTGAATGATTTAAATTTCTCTAGA
CGCGATGCTGGATTTAAAGCAAGAAAAGATGCACTGGACATTGCTTCAGATTATGAAAACATTTCTGTTGTTAACA
TTCCTCTATGGGGTGGAGTAGTCCAGAGAATTATTAGTTCTGTTAAGCTTAGTACATTTCTCTGCGGTCTTGAAAA
TAAAGATGTTTTAATTTTCAATTTCCCGATGGCCAAACCATTTTGGCATATATTGTCATTCTTTCACCGCCTTCTAA
AATTTAGAATAGTACCTCTGATTCATGATATTGATGAATTAAGAGGAGGAGGGGGTAGTGATTCTGTGCGGCTTG50 
CTACCTGTGATATGGTCATAAGTCACAATCCACAAATGACAAAGTACCTTAGTAAATATATGTCTCAGGATAAAAT
CAAAGACATAAAAATATTTGATTACCTCGTCTCATCTGATGTGGAGCATCGAGATGTTACGGATAAGCAACGAGG
GGTCATATATGCTGGCAACCTTTCTAGGCATAAATGTTCTTTCATATATACTGAAGGATGCGATTTTACTCTCTTT
GGTGTCAACTATGAAAATAAAGATAATCCTAAATATCTTGGAAGTTTTGATGCTCAATCTCCGGAAAAGATTAACC
TCCCAGGCATGCAATTTGGACTCATTTGGGATGGAGATTCTGTCGAAACCTGTAGTGGTGCCTTTGGCGACTATT55 
TAAAGTTTAATAACCCTCATAAGACATCTCTTTATCTTTCAATGGAACTTCCAGTATTTATATGGGATAAAGCCGCC
CTTGCGGATTTCATTGTAGATAATAGAATAGGATATGCAGTGGGATCAATCAAAGAAATGCAAGAGATTGTTGAC
TCCATGACAATAGAAACTTATAAGCAAATTAGTGAGAATACAAAAATTATTTCTCAGAAAATTCGAACAGGAAGTT
ACTTCAGGGATGTTCTTGAAGAGGTGATCGATGATCTTAAAACTCGCTAAACGATATGGTCTCTGTGGTTTTATTC
GGCTTGTTAGAGATGTCTTATTGACTCGTGTATTTTACCGGAACTGTAGAATTATTCGATTTCCCTGCTATATTCG60 
CAATGATGGTAGCATTAATTTTGGTGAAAATTTCACAAGTGGAGTCGGTCTCAGGCTGGATGCATTTGGACGTGG
CGTGATTTTTTTTTCCGATAATGTGCAAGTTAACGACTATGTTCATATCGCCTCAATTGAGAGCGTTACGATAGGT
CGGGATACGCTTATTGCAAGTAAAGTATTTATTACCGATCATAATCACGGTTCCTTTAAGCACTCTGATCCAATGA
GTTCGCCAAATATACCTCCAGACATGCGCACGTTGGAATCTTCAGCTGTTGTAATTGGCCAGAGGGTTTGGTTG
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GGTGAGAATGTGACGGTTTTGCCTGGAACAATTATTGGTAATGGAGTCGTAGTCGGCGCCAATTCTGTTGTTAGA
GGTTCTATTCCCGAAAATACTGTCATTGCGGGAGTACCAGCAAAAATCATAAAGAAATACAATCATGAGACCAAA
TTATGGGAAAAAGCATAGTCGTTGTTTCTGCGGTCAATTTTACCACTGGCGGTCCATTTACCATTTTGAAAAAATT
TTTGGCAGCAACTAATAATAAAGAAAATGTCAGTTTTATCGCATTAGTCCATTCTGCTAAAGAGTTAAAAGAAAGT
TATCCATGGGTTAAATTCATTGAGTTTCCTGAGGTTAAAGGGTCGTGGCTAAAACGTTTGCACTTTGAATATGTAG5 
TTTGTAAAAAACTTTCAAAAGAGCTGAATGCTACGCATTGGATTTGTCTGCATGATATTACGGCCAATGTCGTCAC
TAAAAAAAGATATGTGTATTGTCATAACCCTGCCCCTTTTTATAAAGGAATTTTATTCCGTGAAATTCTTATGGAGC
CTAGCTTTTTCTTATTTAAAATGCTATACGGGCTGATATATAAAATAAACATTAAAAAAAATACTGCAGTGTTTGTT
CAACAATTCTGGATGAAAGAAAAATTTATCAAGAAATATTCTATAAATAACATCATTGTCAGTCGGCCAGAAATTAA
ATTATCTGATAAAAGCCAACTTACTGATGATGATTCTCAATTTAAGAATAACCCTTCTGAGTTGACAATATTTTACC10 
CTGCTGTTCCACGAGTATTTAAAAATTACGAGCTTATTATTAGTGCAGCAAGGAAATTGAAAGAACAATCCAATAT
TAAATTTCTGCTTACTATCAGTGGTACAGAAAATGCGTATGCAAAATATATTATCAGTCTTGCAGAAGGACTGGAT
AATGTTCATTTCCTCGGGTACTTGGATAAAGAAAAAATCGATCATTGTTATAATATTTCAGATATAGTTTGTTTTCC
CTCTAGGTTAGAAACATGGGGATTGCCGTTGTCTGAGGCTAAAGAGCGAGGTAAGTGGGTATTAGCATCAGATT
TCCCATTTACTAGAGAAACTCTTGGTAGTTATGAAAAGAAAGCTTTTTTTGATTCTAATAACGATGACATGTTAGTT15 
AAACTTATTATTGACTTCAAAAAAGGTAACCTCAAAAAAGATATCTCTGATGCAAATTTCATTTATCGTAATGAAAA
TGTATTAGTTGGGTTTGATGAACTAGTTAATTTTATTACTGAAGAACATTGAAATGGTATATATAATAATCGTTTCC
CACGGACATGAAGACTACATCAAAAAATTACTCGAAAATCTTAATGCTGACGATGAGCACTACAAGATTATCGTAC
GCGACAACAAAGACTCTCTATTATTGAAACAAATATGCCAGCATTATGCAGGCCTGGACTATATTAGTGGAGGTG
TATACGGCTTTGGTCATAATAATAATATTGCGGTGGCGTATGTAAAGGAAAAATATAGACCCGCAGATGATGATTA20 
CATTTTGTTTTTGAATCCCGATATCATCATGAAGCATGATGATTTGCTGACATATATTAAATATGTCGAAAGTAAGC
GTTATGCTTTTAGTACATTATGCCTGTTCCGAGATGAAGCGAAATCTTTACATGATTATTCCGTAAGAAAATTTCCT
GTGCTTTCTGATTTTATTGTGTCATTTATGTTAGGGATTAATAAAACAAAAATTCCTAAAGAAAGTATCTATTCTGA
TACGGTTGTTGATTGGTGCGCAGGATCATTTATGCTGGTACGTTTTTCAGATTTTGTGCGTGTAAATGGCTTCGAT
CAAGGTTACTTTATGTACTGTGAAGATATTGACCTGTGCTTGAGGCTTAGCCTGGCTGGTGTCAGACTTCATTAT25 
GTTCCCGCTTTTCATGCGATACATTATGCTCATCATGACAATCGAAGTTTTTTTTCAAAAGCCTTCAGATGGCACT
TAAAAAGTACTTTTAGATATTTAGCCAGAAAACGTATTTTATCAAATCGCAACTTTGATCGAATTTCATCAGTTTTT
CACCCGTAAGAGCTCGGTACCCGGGCCTAGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGA
ATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATCCGTCGACGGCGGCCGCCCTGCAGGCATGCAAG
CTTGATCCATATGGATCGCTAGCTTAATTAAATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAA30 
TAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGT
ATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAA
AGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGG
CAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAAT
GGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCA35 
TTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCA
TCGGTACGGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGA
AGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCT
ATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTG
ATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGA40 
GTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGG
TAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACGGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCG
CTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAG
CGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAA
AGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTG45 
AAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAG
TTCCTGCAAAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAG
CAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCC
GACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCAC
AGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATT50 
AA 

SEQ ID NO: 17 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O18A rfb – O18A–producción EPA cepa BVEC–L–

00559) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA55 
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT60 
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
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GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA5 
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGTGAAAATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCAGCTGTAGTTCGTCACATTATAAATAATACGCAG
GATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACGTACGCCGGAAACCGGGAATCACTTGCTGATGTTTCTGATTCTGAA10 
CGCTATGTTTTTGAACATGCGGATATTTGCGATGCACCTGCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAGCCGGAT
GCAGTGATGCACCTGGCTGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGAAACCAA
TATTGTTGGTACTTATGTCCTTTTGGAAGCCGCTCGCAATTACTGGTCTGCTCTTGATAGCGACAAGAAAAATAG
CTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGACGAAGTCTATGGTGATTTGCCTCATCCAGATGAAGTAAATAATACAGAA
GAATTACCCTTATTTACTGAGACGACAGCTTACGCGCCAAGCAGCCCTTATTCCGCATCCAAAGCATCCAGCGAT15 
CATTTAGTCCGCGCGTGGAAACGTACATATGGTTTACCGACAATTGTGACTAATTGCTCGAACAACTATGGTCCT
TATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGCACTGGAAGGTAAGGCATTACCTATTTATGGCA
AAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTTGAAGATCATGCGCGTGCGTTATATACCGTCGTAACCGAAGGT
AAAGCGGGTGAAACTTATAACATTGGTGGGCACAACGAAAAGAAAAACATCGATGTAGTGCTCACTATTTGTGAT
TTGCTGGATGAGATTGTACCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATCACTTATGTTGCTGATCGTCCGGGACAC20 
GATCGCCGCTATGCTATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGCATTGGGATGGAAACCACAGGAAACGTTTGAGAG
CGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGTGCCTATCA
ATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGGCAGGTAGG
TTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTTTGGGTAATTTGATTGCTTTTGATGTTCACTCTACTGATTATTGCGGT
GATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCGGATATTATTGTCAATGCAGCCGCT25 
CACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTAATTAACGCAACAAGTGTCGAAGCGAT
TGCGAAAGCAGCAAATGAAGTTGGAGCCTGGGTTATCCATTACTCGACTGATTACGTCTTCCCTGGAAATGGCG
ATATGCCATGGCTGGAGACGGATGCAACCGCACCACTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCCGGAGAAAAA
GCGTTACAGGAATATTGCGCGAAGCATCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGAAAAGGAAATAACTTC
GCCAAAACGATGTTACGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCGGTTATTAACGATCAGTTTGGTGCGCCAAC30 
AGGTGCTGAACTGCTGGCTGATTGTACAGCACATGCCATTCGTGTCGCACTGAATAAACCGGATGTCGCAGGCT
TGTACCATTTGGTAGCCAGTGGTACCACAACCTGGTACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGGCGCGCAAA
GCAGGCATTCCCCTTGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCTCGTCGTCC
ACATAACTCTCGCCTTAATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAGGTTGGCGT
GAAACGAATGCTCAATGAATTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTGATGGTGGAGCA35 
AGATGAATTAAAAGGAATGATGAAATGAAAATGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTGGTACACGTCTTT
ATCCTGTGACTATGGCTGTCAGTAAACAGCTATTACCTATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCCGCTCTCTAC
ACTGATGTTGGCGGGTATTCGCGATATTTTGATTATCAGTACACCTCAGGATACTCCTCGTTTTCAACAATTGCTG
GGTGACGGTAGCCAGTGGGGCCTGAATCTTCAGTACAAAGTGCAACCTAGCCCAGATGGCCTCGCGCAGGCAT
TTATCATCGGTGAAGAGTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCTTTGGTTCTTGGTGATAATATCTTTTACGGTCACGA40 
TCTGCCGAAGCTAATGGAGGCCGCTGTTAACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACGTTAATGATCC
AGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATAAAAACGGTACGGCAATCAGTCTGGAAGAAAAACCGTTAGAACCAAA
GAGTAATTACGCCGTTACAGGTCTGTACTTTTATGATAACGACGTGGTTCAGATGGCGAAAAACTTGAAGCCGTC
TGCACGTGGTGAGTTAGAAATTACAGATATTAACCGTATTTATCTTGAGCAGGGACGTCTGTCTGTCGCGATGAT
GGGGCGTGGCTACGCGTGGCTGGACACGGGGACTCATCAGAGTCTGATAGAAGCAAGTAATTTTATTGCGACA45 
ATTGAAGAGCGCCAGGGATTGAAGGTTTCCTGTCCTGAAGAGATTGCATTTCGTAAAGGTTTTATTGATGTTGAG
CAAGTAAGAAAATTAGCTGTACCACTAATAAAGAATAATTATGGGCAGTATCTTTATAAAATGACGAAGGATTCAA
ATTAATGAATGTGATTAGAACTGAAATTGAAGATGTGCTAATTCTGGAGCCAAGAGTATTTGGTGATGATAGAGGT
TTCTTTTATGAGAGCTTTAATCAATCAGCATTTGAACATATTCTAGGCTATCCGGTCAGCTTTGTTCAAGACAATCA
CTCACGTTCATCAAAAAATGTACTCAGAGGCCTTCACTTTCAACGCGGCGAGTACGCACAAGATAAACTTGTACG50 
CTGCACTCATGGAGCAGTTTTTGATGTTGCTGTTGATATTCGACCCAATTCGGTATCCTTTGGTAAATGGGTTGG
TGTTCTGCTTTCAGCTGATAATAAGCAGCAGTTGTGGATACCAAAAGGGTTTGCTCATGGCTTTTTGGTTCTGTCT
GATATCGCTGAATTTCAATATAAAACTACAAACTATTATCATCCTGAAAGCGATTGTGGAATATGTTGGAATGATG
AACGCATTGCAATTGATTGGCCCCAAACATCAGGGTTAATCCTTTCGCCAAAAGATGAAAGGCTCTTTACGTTAG
ATGAGCTTATCAGATTAAAATTAATTGCATGAGGCCGGCCTTAAGGAGGACTAGTCCCGGCGCGCCATGAGTTT55 
AATCAAAAACAGTTTTTGGAACCTTTGCGGGTATGTACTTCCAGCTATTGTGACACTACCAGCTTTGGGTATTATG
GGGCGAAAATTAGGCCCAGAATTATTTGGTGTATTCACTTTGGCATTAGCTGTTGTGGGTTATGCAAGCATTTTT
GATGCAGGCCTTACTCGCGCAGTGATACGAGAAGTCGCAATTGAAAAAGATAATGAAGAAAATAAGTTGAAAATT
ATTTCTTCAGCGACAGTTGTAATTATTTATTTGAGTTTGGCCGCCTCACTCTTATTATTTTTTTTTAGTGGTCATATC
GCATTGCTACTGAACATTAGTGAGACTTTTTTTCATAATGTAAGTGTCTCGCTTAAAATTCTCGCAGCATCCATAC60 
CATTATTTTTGATTACTCAAATATGGTTGTCAATTTTAGAAGGTGAAGAAAGATTTGGTTTACTTAATATCTACAAAT
CAATTACGGGAGTGATATTAGCAATCTCACCGGCATTATTTATACTTATTAAACCCTCTTTGATGTATGCGATAATA
GGCTTAGTTCTAGCAAGGTTTTTATGTTTTATTTTGGCTTTTATAATTTGTCACGATAAAGTGCTTAAAGCTAAACT
AACAATCGATATACCAACAATTAAAAGATTGTTTATGTTCGGTGGTTGGATTACAGTAAGTAATATCATCAGCCCT
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GTGCTATCATATTTTGATAGGTTTATTGTTTCAAATCAACTTGGGGCTGCTAATGTTGCTTTTTATACTGCACCATC
AGAAATTATTTCTCGGCTTAGTATAATTCCAGGTGCGTTTTCAAGAGCCTTATTTCCAAGATTAGCTAATGCAAAT
AATTCCGCTGAAAGATATAAAACGAAAAGATTAATTACAATTTCACTTTTAATAATCATCACCCCTATTTTTTGTATT
GGCGTGTTATTTTCAGAGAAGATAATGGTTTTATGGATGGGGGCATCATTTTTTGGTGAGCCTGGTTTGGTATTAT
CAATATTACTGATTGGCTTTATTTTTAATGGATTGGCACAAGTACCATTTGCCAGTATTCAATCCCGAGGTCATGC5 
TAAGATAACTGCATTTGTTCATCTCTTAGAGTTGTTTCCTTATTTATTACTTTTATTTTACCTCATAAAAGCACATGG
GGTTGTTGGCGCGGGTATTGCGTGGTCAGTGAGGATGATAGTAGATTATATAGCATTAAGTCTTTTGGACGGTAA
GTATATTAATAAATAAAATTCAAAATGCAAGTTAATAACTCATGGCTTTATTTGGGTAGGTGACAATTTATAATGAT
ATATATATTAACTTTAACTCTTCTTCTAGTTATAGCCATAATGTTTTCTCTTCTCGGCACAAAAAGTAGGATCACAT
CTCCATTACCTTTGCATTTTTTACCATGGTTACTAACTTTAATTGTCGGGATAAGTAATTACGATCAATTTTACGAG10 
TTTAATGAAAGAAGCTTTTACTCTTTGTTGATTTGGTTTACAGTTATTTTTATATTTTATTTCATAGGGGAACTGGTT
AATTATAAACGTGAAAATATAAATGTTTATTATGGTCTTTCACATATTAAATATGAATGTAAAAAATATTGGATCATT
GTCATCCCAATTTCATTATATACCATTTTCGAAATATATATGGTTGGTATGGGGGGAGCAGATGGATTCTTTCTCA
ATTTACGTCTTGCAAATACATTGGAGGGCTATACGGGTAAAAAATTTATCTTAATGCCTGCTGTATATCCTCTAAT
GATGGCTATGTTCGCAATTGTTTGTCTAACAAAAACTTCCAAATTAAATAAATACTCCATTTATTTCTGGATGTTTT15 
TGTATTGTATTGGCACAATGGGAAAATTTTCAATATTAACGCCAATATTGACATATTTAATTATTTATGACTTCAAA
CATAGATTAAAAGTAAAAAAAACAATAAAGTTTACATTGTTGATAATTATATTAGCTTTAACTTTGCATTTTACACGT
ATGGCTGAGAATGACCACTCAACATTTTTATCTATTTTAGGGCTCTATATTTATTCACCAATAATTGCTTTAGGCCA
GTTGAATGAAGTAAATAGTAGTCATTTTGGTGAGTATACGTTTAGATTCATATATGCTATAACTAATAAAATTGGCC
TTATTAAAGAATTGCCAGTAAATACTATTCTTGACTATTCATACGTTCCTGTACCAACAAATGTATATACTGCACTT20 
CAACCATTTTACCAGGATTTTGGTTATACTGGCATCATATTTGGAGCAGTATTATACGGACTAATATATGTGAGTT
TATACACGGCCGGTGTTCGTGGAAATAATACACAGGCATTACTGATTTACGCATTGTTTTCAGTTAGCAGTGCAA
CGGCTTTCTTCGCTGAAACGCTAGTAACGAATTTAGCTGGAAATGTGATGTTAGTATTATGTACCATCTTACTATG
GCGATTTACAGTAATATGCAAACCAGTACAGTAACCATTCTAATGGCCACCTACAATGGCGAGGCCTTCATCAAA
AATCAGATTTTGTCACTACAACAACAAACATTTTCTAACTGGCGGTTATTTATTCAGGATGATGGGTCTACAGACA25 
ATACTATATCTATAATAAAAAACTTCCAAAAATCTGACTCCAGAATTCGGCTAGTTGATGATAATTTGAAAGGTCAA
GGTGCAGGAAAAAATTTTTTATCGCTGATAAAGTACAGCGAGACAGATTATACAATTTATTGTGACCAAGATGATA
TTTGGTTAGAAAACAAAATATTTGAATTAGTAAAGTATGCAAATGAAATTAAATTGAATGTATCAGATGCGCCTTCG
CTAGTTTATGCTGATGGCTATGCTTATATGGATGGTGAGGGTACAATCGATTTTTCTGGGATATCTAACAATCATG
CTGATCAATTAAAGGATTTTCTTTTTTTTAATGGTGGATACCAAGGATGTTCTATTATGTTCAATCGTGCAATGACC30 
AAATTTCTTCTGAATTATCGAGGATTTGTATATCTACATGACGATATCACAACATTAGCTGCATACGCTCTTGGTAA
AGTTTATTTTCTCCCGAAATACCTTATGTTATATAGACAGCACACGAATGCGGTAACTGGTATCAAAACATTCCGC
AATGGATTGACTTCTAAATTTAAATCACCAGTAAACTATCTTTTATCACGAAAACATTATCAGGTAAAAAAATCTTTT
TTTGAATGTAACAGCTCTATCTTATCAGAGACGAATAAAAAAGTTTTTTTGGATTTTATTTCATTTTGTGAATCAAAT
AATAAATTTACAGATTTTTTTAAGTTATGGCGAGGTGGGTTTAGATTAAATAACAGTAGAACTAAATTATTATTAAA35 
ATTCTTAATACGGAGAAAATTTAGCGAATGATTTCAATACTTACACCTACTTTTAATCGGCAACATACTTTATCAAG
GCTATTCAATTCTCTTATATTACAAACTGATAAAGATTTTGAGTGGATAATAATTGATGATGGTAGTATAGATGCAA
CAGCGGTACTTGTAGAAGATTTTAGAAAAAAATGTGATTTTGACTTGATTTATTGCTATCAGGAAAATAATGGTAA
GCCCATGGCTTTAAACGCTGGTGTTAAAGCTTGTAGAGGCGATTATATCTTTATTGTTGACAGTGATGATGCACT
AACTCCCGATGCCATAAAATTAATTAAAGAATCAATACATGATTGCTTATCTGAGAAGGAAAGTTTCAGCGGAGTC40 
GGTTTTAGAAAAGCATATATAAAAGGGGGGATTATTGGTAATGATTTAAATAATTCTTCAGAACATATATACTATTT
AAATGCGACTGAGATTAGCAATTTAATAAATGGTGATGTTGCATATTGTTTTAAAAAAGAAAGTTTGGTAAAAAATC
CATTCCCCCGTATAGAAGATGAAAAATTTGTTCCAGAATTATATATTTGGAATAAAATAACTGACAAGGCGAAGAT
TCGATTTAACATAAGCAAAGTTATATATCTTTGTGAGTATCTTGATGATGGTCTTTCTAAAAATTTCCATAACCAGC
TTAAAAAATACCCAAAGGGGTTTAAGATTTATTACAAAGATCAAAGAAAACGAGAGAAAACTTATATAAAAAAAAC45 
AAAGATGCTAATTAGATATTTGCAATGTTGTTATTATGAGAAAATAAAATGAAAATACTATTTGTCATTACAGGTTT
AGGCCTTGGAGGTGCTGAGAAGCAGGTTTGTCTTTTAGCTGATAAATTAAGTTTAAGCGGGCACCATGTAAAGAT
TATTTCACTTGGACATATGTCTAATAATAAAGTCTTTCCTAGCGAAAATAATGTTAATGTCATTAATGTAAATATGT
CAAAAAACATTTCTGGAGTTATAAAAGGTTGTGTCAGAATTAGAGATGTTATAGCTAATTTCAAACCAGACATTGT
ACACAGTCATATGTTTCATGCAAACATTATCACTAGATTGTCTGTAATTGGAATCAAAAACAGACCTGGTATTATAT50 
CAACTGCACATAATAAAAATGAAGGTGGGTATTTCAGAATGCTCACATATAGAATAACCGATTGTTTAAGTGATTG
TTGTACAAATGTTAGCAAAGAAGCAGTGGATGAGTTTTTACGGATAAAAGCCTTTAATCCCGCTAAAGCAATTACT
ATGTATAATGGGATAGATACCAATAAATTTAAATTTGATTTATTGGCAAGGAGGGAAATTCGAGACGGTATTAATA
TAAAAAATGATGATATATTATTACTTGCTGCAGGTCGTTTAACGTTAGCTAAAGATTATCCTAATTTATTGAATGCA
ATGACTCTGCTTCCTGAACACTTTAAACTTATTATTATTGGTGATGGTGAATTGCGTGACGAAATTAATATGCTTAT55 
AAAAAAATTGCAATTATCTAATAGGGTGTCCTTGTTGGGAGTTAAAAAAAATATTGCTCCCTATTTTTCTGCATGTG
ATATTTTTGTTCTCTCTTCTCGTTGGGAAGGATTTGGATTAGTCGTGGCAGAAGCTATGTCATGTGAGCGAATTGT
TGTTGGCACGGATTCAGGGGGAGTAAGAGAAGTTATTGGTGACGATGATTTTCTTGTACCCATATCTGATTCAAC
ACAACTTGCAAGCAAAATTGAAAAATTGTCTTTGAGCCAGATACGTGATCACATTGGTTTTCGGAATCGTGAGCG
TATTTTAAAAAATTTCTCAATAGATACTATTATTATGCAGTGGCAAGAACTCTATGGAACTATAATTTGCTCAAAAC60 
ATGAAAGGTAGATTTATATTTGGAACGTGTCTTTTGTTTGAATTTAATTCAATCTCAATTGAGATTTTTGTATTTCAA
AAATACCATCATAGCTAACGATGATTGGTATTTATTTTAAGATGCTTTCTATAAATATATTGACGTTTTTAATGCGC
CGAAACGATTGGGCTGGGAACAGAGAAGTAAAACTGTTTTGAGAATGAAGAGTTTTTGAGATGTTTATGGATATT
AAAAATTGATCCAGTGAATTAATTATTTATAATAAATCAAGATTTAATGTTAATAAATGATAATCTTTTCTGACACTC
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ATATTAATTATGAGTGGTACGTTTGGTAAACGGTAAACTATTATATGACAGCTAGAACAACTAAAGTTTTGCACTTA
CAATTACTCCCACTCTTAAGTGGCGTTCAAAGGGTAACATTAAACGAAATTAGTGCGTTATATACTGATTATGATT
ATACACTAGTTTGCTCAAAAAAAGGTCCACTAACAAAAGCATTGCTGGAATATGATGTCGATTGTCATTGTATCCC
CGAACTTACGAGAGAAATTACCGTAAAGAATGATTTTAAAGCATTGTTCAAGCTTTATAAGTTCATAAAAAAAGAA
AAATTTGACATTGTGCATACACATTCTTCAAAAACAGGTATTTTGGGGCGAGTTGCTGCCAAATTAGCACGTGTTG5 
GAAAGGTGATCCACACTGTACATGGTTTTTCTTTTCCAGCCGCATCTAGTAAAAAAAGTTATTACCTTTATTTTTTC
ATGGAATGGATAGCAAAGTTCTTTACGGATAAGTTAATCGTCTTGAATGTAGATGATGAATATATAGCAATAAACA
AATTAAAATTCAAGCGGGATAAAGTTTTTTTAATTCCTAATGGAGTAGACACTGATAAGTTTTCTCCTTTAGAAAAT
AAAATTTATAGTAGCACCTTGAATCTAGTAATGGTTGGTAGATTATCCAAGCAAAAAGATCCTGAGACATTATTGC
TTGCTGTTGAAAAACTGCTGAATGAAAATGTTAATGTTAAGCTGACACTTGTAGGAGATGGTGAACTAAAAGAACA10 
GTTAGAAAGCAGGTTCAAACGGCAAGATGGACGTATAATTTTTCATGGATGGTCAGATAACATTGTTAATATTTTA
AAAGTTAATGATCTTTTTATATTACCTTCTCTTTGGGAGGGTATGCCATTAGCAATTTTAGAAGCATTGAGCTGTG
GACTTCCATGTATAGTCACTAATATTCCAGGTAATAATAGCTTAATAGAAGATGGCTATAATGGTTGTTTGTTTGAA
ATTAGAGATTGTCAGTTATTATCTCAAAAAATCATGTCATATGTTGGTAAGCCAGAACTGATTGCACAGCAATCTA
CCAATGCACGATCATTTATTCTGAAAAATTATGGATTAGTTAAAAGAAATAATAAGGTCAGACAGCTATATGATAAT15 
TAAGAGCTCGGTACCCGGGCCTAGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGA
ACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATCCGTCGACGGCGGCCGCCCTGCAGGCATGCAAGCTTGATC
CATATGGATCGCTAGCTTAATTAAATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTAC
TTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAAT
GTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGT20 
GGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAA
CTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAA
GCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGT
GGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACC
GGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATG25 
AATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGT
GCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGA
AGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATA
ACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACC
TGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACGGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCT30 
CGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGC
CGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTC
GTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTAC
AACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCA
AAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGC35 
CGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCT
CCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGA
CTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA 

SEQ ID NO: 18 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O25B rfb – O25B–producción EPA cepa stGVXN4459) 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC40 
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC45 
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC50 
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG55 
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGCTAGCAGTGAAGATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCTGCTGTTGTTCGTCACATAATAAATAA
TACGCAAGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACATACGCCGGAAACCTGGAATCACTTGCAGATGTTTCTGAT
TCTGAACGCTATTTCTTTGAACATGCGGATATTTGTGATGCAGCTGCAATGGCACGGATTTTTGCTCAGCATCAG
CCGGATGCAGTGATGCACCTGGCAGCTGAAAGCCATGTTGACCGTTCAATTACAGGCCCTGCGGCATTTATTGA60 
AACCAATATTGTGGGTACTTATGTCCTTTTAGAAGCGGCTCGGAATTATTGGTCTGGTCTGGATGATGAAAAGAA
AAAAAACTTCCGTTTTCATCATATTTCTACTGATGAGGTGTATGGTGACTTACCCCATCCGGATGAAGTAAATAGC
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AATGAAACGTTGCCGCTATTTACGGAAACGACAGCATACGCGCCAAGTAGTCCATATTCTGCTTCTAAAGCTTCC
AGCGATCATTTGGTTCGCGCATGGAAACGTACTTATGGTTTACCGACCATTGTGACTAATTGCTCGAACAACTAT
GGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATTCACTGGAAGGTAAGGCATTACCTATTT
ATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTCGAGCGTTATATACCGTCGTAACC
GAAGGTAAAGCGGGCGAAACTTATAACATTGGTGGACACAACGAAAAGAAAAACATCGACGTAGTGTTCACTATT5 
TGTGATTTGTTGGATGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTACCGCGAGCAAATTACTTATGTTACCGATCGTCCG
GGACACGATCGCCGTTATGCGATTGATGCTGAGAAGATTGGTCGCGAATTGGGATGGAAACCACAGGAAACGTT
TGAGAGTGGGATTCGTAAAACGGTGGAATGGTACCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGTG
CCTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGAGGGCCGCCAGTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGGCA
GGTAGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTCCACTGATTA10 
CTGTGGTGATTTTAGTAATCCTGAAGGTGTAGCTGAAACCGTAAGAAGCATTCGGCCTGATATTATTGTCAACGC
AGCCGCTCACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGAAGTTTGCACAATTACTGAACGCGACGAGTGTCG
AAGCGATCGCGAAAGCAGCCAATGAAGTCGGCGCCTGGGTTATTCACTACTCTACTGACTACGTATTTCCGGGG
ACCGGTGAAATACCATGGCAGGAGGAGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGCGG
GAGAAAAAGCATTACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAGGA15 
AATAACTTCGCCAAAACAATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTGGT
GCGCCAACTGGCGCAGAGTTACTGGCTGATTGTACGGCACATGCTATTCGTGTGGCACTGAATAAACCGGAAGT
CGCAGGCTTGTACCATCTGGTAGCTAGTGGTACCACAACGTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAGAGG
CGCGCAAAGCAGGCATTCCCCTTGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGCCTATCCTACACCAGCT
CGTCGTCCACATAACTCTCGCCTTAATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGGCAG20 
GTTGGCGTGAAACGAATGCTTAACGAATTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTAATG
GTGGAGCAAGATGTATTAAAAGGAATGATGAAATGAAAACGCGTAAAGGTATTATTTTGGCGGGTGGTTCTGGTA
CTCGTCTTTATCCTGTGACGATGGCCGTCAGTAAACAGCTGTTACCGATTTATGATAAACCGATGATCTATTACCC
GCTCTCTACACTGATGTTAGCGGGTATTCGCGATATTCTGATTATCAGTACACCACAGGATACTCCTCGTTTTCAA
CAACTGCTGGGTGACGGGAGCCAGTGGGGCCTGAATCTTCAGTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGTCTTG25 
CGCAGGCGTTTATTATCGGTGAAGAGTTTATTGGTGGTGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATCTTCTA
CGGCCACGACCTGCCGAAGTTAATGGACGTAGCTGTTAACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTATCACG
TTAATGATCCTGAACGTTATGGTGTCGTGGAGTTTGATAATAACGGTACTGCAATTAGCCTGGAAGAAAAACCGC
TGGAACCAAAAAGTAACTATGCGGTTACTGGGCTTTATTTCTATGACAATGACGTTGTGGAAATGGCGAAAAACC
TTAAGCCTTCTGCCCGAGGTGAACTGGAAATTACCGATATTAACCGTATTTATATGGAACAAGGACGTTTGTCTG30 
TCGCTATGATGGGGCGTGGCTATGCATGGCTGGATACAGGGACGCATCAAAGTCTTATTGAAGCAAGCAACTTC
ATTGCCACCATTGAAGAGCGCCAGGGACTAAAGGTTTCCTGTCCGGAAGAAATTGCTTATCGTAAAGGGTTTATT
GATGCTGAGCAGGTAAAAGTATTAGCCGAACCGTTGAAGAAAAATGCTTATGGTCAGTATCTGCTCAAAATGATT
AAAGGTTATTAATAAGATGAACGTAATTAAAACTGAAATTCCTGATGTGCTGATTTTTGAACCAAAAGTTTTTGGG
GATGAACGTGGCTTCTTTTTTGAGAGTTTTAATCAGAGGATTTTTGAAGAAGCAGTAGGTCGTAAGGTTGAGTTT35 
GTTCAGGATAACCATTCTAAGTCCAGTAAAGGTGTTTTACGTGGTCTTCATTATCAGTTAGAACCTTATGCTCAAG
GAAAACTGGTGCGCTGTGTTGTTGGCGAGGTTTTTGATGTTGCGGTTGATATTCGTAAATCGTCACCTACATTTG
GGAAATGGGTTGGGGTGAATTTGTCTGCTGAGAATAAGCGTCAGTTGTGGATTCCTGAGGGATTTGCACATGGT
TTTTTGGTGCTGAGTGATTTAGCAGAAGTTTTATATAAAACGAATCAATATTATGCTCCATCACATGAAAAAAATAT
TATATGGAATGACCTCTTGCTTAATATTAAATGGCCGAGCACAGCACTGATCACTCTGTCTGATAAGGATGCAAAT40 
GGGGAAAGATTTGAACTAAGTGAGTTTTGAAATGTCTCTCTTAAAACATAGTATATGGAATGTTGCGGGCTACTTT
ATACCAACATTAATTGCAATTCCCGCCTTTGGATTAATTGCGAGGAAAATTGGTGTAGAACTATTTGGTTTGTATA
CGTTAGCAATGATTTTTATAGGGTATGCAAGTATATTTGATGCTGGGTTAACAAGAGCTGTTGTGCGTGAAATAG
CATTACTAAAAAACAGAGTGGACGATTGTAATACGATAATAGTAACTTCTATTATCGCTGTGATATTTTTAGGGTTT
ATCGGAGGCGGGGGAGTGTTTCTGCTTAAAGGCGATATTATTGAACTGTTAAATATCTCACCAATATATTACGCC45 
GATTCGATAAAGTCTCTAGTATTATTATCATCTCTGATACCTGTATTCTTAGTCACGCAAATACTATTAGCAGAGCT
TGAGGGTCGGGAATATTTTGGGATTCTAAATATACAAAAAAGTGTAGGGAATTCTTTAATTGCAGGGTTACCTGC
ATTATTTGTTTTAATTAATCAAACGCTTTTTTCTGCAATTATTGGTGTAGCGATTGCAAGAGTTATATGCTTGTGGT
TAAGCTACATTATGAGCAGGGAAAGAATAACTATCGATATCTCATTTTTTTCAATAACTGTTTTAAAGCGGTTATTT
AGATATGGCGGGTGGGTAACTATAAGTAACATAATATCTCCTATATTAGCGAGTATGGATAGATTTATTCTATCCC50 
ATATCCAGGGAGCATCAAAAATATCATTCTATACAGTCCCTAATGAGCTGGTAACTAGGCTTGGAATAGTTCCAG
GCTCTCTTGGGAAAGCTGTTTTTCCAAAATTAAGTCATGCAAGGAATTTTACAGCGTCATATGCAGAGCAAAAAAA
AGCTTATATATTAATGACTGTCATTGTAATGCCTTTGGTTTTATTTGTATATTATTACGCAAAGTTTATTTTAACATT
GTGGATGGGGGCTGAGTATGCAGGGATTTCGGTCGAAATATTACGGATTATGCTTATAGGGTATATTTTTAACTG
TTATTCACAAATCTCTTTTGCCAACATACAGGCCTTTGGAAAAGCAAAATACACTGCATACATCCATATGATGGAA55 
TTTATTCCTTATTTGATAATGTTATATATAATTTCAAAGGAATATGGGGTTATTGGTGTTGCGTGGTTATGGACAAT
TCGAGTAATAATTGATTTTTTGATGCTTTTATATATGAGTTATCGTTGTAATAATCTTATGAAAAAAGGGTAGCCTG
ATGATATATATTGTGGTATTAAATTGGAATGGGGCTATAGATACCATTAATTGTGTTAAAAGTTTAATGGATTTAAA
TGTTAGCGATTATAAAATTATCATTGTTGATAACTGTTCTATGGATAACTCATATGATACTATAAAAGAAAATCTTAA
TTCATTATATATTGCTGATAAAAGTATCATTGAGGTGAAGTATGAGGATAGAAATAAATATAAAACCTTAGAAAACG60 
ATAAAATCATATTAATACAATCTCCGCAAAATAATGGGTACGCAAGTGGTAATAATATTGGCATAGAGTTCGCTCT
TAATCAGGAGAATATGAAATACGTCTGGGTTCTGAATAATGATACTGAAGTGGATAAAGAGGCTTTAACTCATTTA
ATTAGTAAATGTGATTCAGATAAAAGTATAGGGATTTGCGGTTCTCGTTTAGTCTATTTTGCCGACAGAGAGATGC
AGCAAGGACTAGGTGGGGTGCATAACAAATGGTTATGCACTACAAAAAATTATGAAATGGGAAGATTAGTTTCCA
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AAAAATATGATGATGAAGTCATTAGTAATGATATAGATTATATAATTGGCGCATCGATGTTTTTCTCTAGAGAATGT
TTGGAAACAGTTGGATTGATGAATGAAGAATATTTTTTATACTATGAAGAGTTAGATATTTGCCTCAGAGCAAAAG
CAAAGAACTTTAAATTAGGTATTTGCTCAGAAAGTTTGGTTTATCATAAAATAGGTGCAAGTACTGATGGGGGAAA
GAGCATGATGGCTGATCTTTGCTCAATAAAAAATAGGCTGGTCATTACAGAAAGGTTTTATCCCCAATATTATTGG
ACGGTATGGTTGTCACTTTTTGTTGTAGCATTTAACCGTGCTAGAAGAGGTGAGTTTAATAAGATGAAAAGATGTT5 
TGAATGTTATGTTTAACTTCAAACGAAACAAAGGTAGCAAATGCCATTAGAATATGCACTTAATCATGGTGTTAAT
AAATCTATAGTTTGATATGTTATTAAAGGGTATTTAATGAAAGTGGCTTTTTTATCTGCTTATGATCCACTATCTAC
ATCCAGTTGGTCTGGCACACCTTATTATATGCTAAAGGCATTATCGAAGAGAAATATTTCCATTGAAATATTAGGA
CCGGTAAATAGCTATATGATATACATGTTAAAAGTATATAAATTAATATTAAGGTGTTTCGGAAAAGAATATGATTA
TAGTCATTCGAAGTTGCTTTCCAGGTATTACGGTAGAATATTCGGTAGGAAATTAAAAAAAATTGATGGTTTGGAT10 
TTTATTATCGCACCTGCAGGTTCCTCACAAATTGCTTTTTTAAAAACAACCATACCAATAATATATCTATCGGATAC
AACATATGATCAATTAAAAAGCTATTATCCGAATTTAAATAAAAAAACAATTATAAATGATGAGGATGCAAGTTTAA
TCGAACGCAAGGCTATTGAAAAAGCAACAGTAGTATCTTTCCCATCTAAATGGGCAATGGATTTTTGCAGGAATT
ATTACAGATTAGATTTTGATAAATTAGTTGAAATACCATGGGGGGCTAATTTATTTGATGATATTCACTTTGCTAAT
AAAAATATAATTCAAAAGAATAGTTATACTTGTCTTTTCTTGGGAGTTGATTGGGAAAGAAAAGGTGGGAAAACAG15 
CCTTGAAAGCAATTGAATATGTAAGGCAGTTATATGGGATCGATGTTAGACTAAAAATTTGTGGATGTACTCCGAA
TCAAAAGATTTTACCTACTTGGGTTGAATTAATTGATAAAGTAGATAAAAATAACGTTGACGAATATCAGAAATTCA
TCGATGTGTTATCTAACGCTGATATACTTCTTTTACCAACCATTGCTGAATGTTATGGAATGGTATTTTGTGAAGCT
GCTGCTTTTGGATTGCCTGTTGTCGCTACAGATACAGGTGGAGTCAGTTCTATAGTTATCAACGAAAGGACGGG
GATATTAATTAAAGACCCGTTAGACTATAAGCACTTTGGAAATGCAATTCATAAAATAATTAGTTCCGTAGAGACTT20 
ATCAAAACTACTCCCAAAACGCAAGAATTAGATATAATAATATATTGCATTGGGACAATTGGGCTAAAAAGATAAT
TGAGATTATGTATGAGCATAAGAATAGAAGAATCAAATAGCACAAAAAGAATTATATGTTTATTTATACTTTTTCTT
GTTTTCCCTGATTTTTTGTTTTATACATTAGGGGTTGATAATTTTAGCATTTCAACGATAATCTCAATTACATTGCTT
TTTGTTTTTTTAAGAGCTAAAAATATTTGCAAAGATAATTTTCTAATAATAGTAGCGTTATTCATATTGTTGTGTTTT
AACTGTTTGTTAAGTATGCTATTTAATATTGAACAGGCTTTAACATTTAAAGTTGTACTTTCAATATATAGCATCTTA25 
ATAATGGCATACGTCTCCTCTTGTTATGCACAGACGTTGTGGTTATGTTCTGAAGAAATACTTAAGAGATCCGTCT
TTTATTTGTTCGCATTTCTTTGCCTTATTGGCATTATAAGTATTCTTTTACAGAAGACTGAGATTATACATGATAAAA
GTATGATTCTTTTTCCTGAACCATCAGCATTTGCATTGGTTTTTATACCTATCTTTTCATTTTGTTTATACTATACAA
GAGGGGGGGGGCTACTATTGCTCTATATATTATCTTTGGGTATTGCGTTAGGTATCCAGAATTTAACAATGTTGG
TAGGCATTGTGATTAGTGTTTTTGTGATGAAAAAAATAACTATAAGGCAAACTATTGTTATACTTTTGGGGGCATG30 
GATTTTTTCCATGATATTAAGTGATTTAGACATTTCTTACTATACATCGCGGCTTGATTTTAAAAATACTACGAACC
TATCAGTGCTTGTATATCTTTCAGGAATTGAAAGAGCTTTCTTGAATTTTATTACAAGTTATGGTCTTGGTATTGGT
TTTCAACAAATGGGAGTGAATGGGGAGATAGGAATATATCAACAAATTTTAGCTGAACTTGATGCCCCTATGTTAA
ATATATACGATGGCTCATTTATTTCTTCTAAGTTAATATCTGAGTTTGGGGTTATTGGTGCATTAATGTGTATTTTC
TATTTTTTTTATTTTTCCCGATTTTATCTGCGTTTCAAAAAAAGTAAGAGATATTCACCGCAGTATATTTTAGCATAT35 
AGCTTCTACATGTGTTTCTTCATCCCTCTTTTTATACGTGGTGCTGGTTATATAAACCCCTATGTGTTTATGTTATT
TTCATCAATATTTTTGTGCAAATATCACGCTAAAAATATCTTGATGAAATCTAATGTCCAGATAGCTATATAATAGT
AGATTATATTATCATTATCACGTAAATTACATATTAATAGCATATATGATAACTAGGACATAAATAATGTGCATTAAA
AAAAAACTTAAGTTAATTAAACGATATGGCCTTTATGGTGGTCTTAGGCTTCTTAAAGATATATTCTTAACAAAATT
TTTATTTTGTTCAAATGTTAGGATTATTAGATTTCCATGTTATATTAGAAAAGATGGAAGTGTTAGTTTTGGAAAAG40 
GTTTTACATCAGGTGTAGGATTACGAGTTGATGCATTTATGGATGCCGTAGTTTCCATTGGAGAAAATGTTCAAAT
TAATGACTATGTTCACATCGCGGCTATTAATAATGTCATTATTGGTAGAGATACATTAATAGCAAGTAAAGTATTTA
TTAGTGATCATAATCATGGTATTTTTTCTAAATCCGATATCCATAGTTCACCAACTATTATTCCTTCGTCTAGGCCC
CTTGAATCTGCACCTGTGTATATTGGAGAGCGTGTGTGGATTGGCGAAAATGTGACAATATTACCAGGTGCGTGT
ATAGGTAATGGTGTAGTTATTGGCGCAAACAGTGTTGTTCGTGGTGAGATTCCTAATAATGTGATCATTGCTGGT45 
GTTCCAGCTAAAATTGTTAAAAAATATAACTATGAGCGTATGCAATGGGAAAGAATATAGTTGTAATATCGGCTGT
TAATTTTACAACCGGAGGCCCCTTTACCGTACTAAAAAATGTGCTTACAGCAACTAAAGATAGAGCCGAATGTAA
ATTTATTGCACTGGTTCATAGCTCTGCTGAACTAATGGAATTATTTCCGTGGGTTGAATTTATAGAGTATCCAGAA
GTCAAGTCTTCGTGGGTTAAAAGATTATATTTCGAATATATAACTTGCAATAGATTATCTAAGGTGATTAAGGCAA
CTCATTGGGTATGCTTACATGATATTACAGCAAATGTTAGTGTACCCTATAGATTTGTTTATTGCCACAATCCTGC50 
ACCGTTCTATAAATATTTAAGCTATCGAGATATTATAGGAGAACCTAAATTTTATCTTTTTTATCTTTTTTATGGGCT
TTTATACAATATCAATATAAAAAAGAACACAGCAGTTTTTGTTCAGCAGCAGTGGCTAAAAAAAGAATTCGAAAAA
AAATATAAGTTAAAGAATGTTGTTGTTAGTCGCCCTGAAGATATTTGCCCTTTTGAAAGTGATGGTTTGGTAAGAA
ATAATAATAAAAAGGATGTGAGGATATTTTACCCAGCAGTGCCCCGTATATTTAAAAACTTTGAAGTTATCATACG
TGCTGCACAAATATTACAAGATAAAAATATTCATTTTTATCTTACTTTTGATGGTACTGAAAATAAGTATGCAAAAA55 
GAATATATAAATTAGCTTCCGAACTGAAAAATGTACATTTCCTCGGTTACCTTAATGCAACCGAGATGGTTAACTT
TTATCAAGATTCAGATATTATTTGTTTCCCATCGAAACTAGAAACGTGGGGATTACCATTATCAGAAGCTAAAACA
TACAAAAAATGGATATTTGCGGCAGACTTACCTTATGCTCATGAAGTTTTATATAACTATTCAAAAACTAGATATTT
TCCATTTGACGATGAGAAAATACTTGTTCGCTACATATTAGAGTACACAAGTAAAAATATGCATGAAGATATAAAA
AATAGTAGGGTGAATTTTAATAATGATGCATTGACTGGTTTTGAACAGTTTATTGAATATATCCTCAAGGGGAACT60 
GACGTGGTTTATATTATAATCGTTTCACATGGCCATGATGACTATATAGAAAATCTTTTATTAAATTTAAAGTTGCC
CTCTGGAAGATTTAAAATAATAGTTCGTGATAACAAAAGTTCAATGGTTTTAAAAAAAACATGCGAAAAAAATTGC
GTAACCTATTTGCATGGAGGGCAATATGGATTTGGACATAATAATAACATAGCAGTGTCATATATAATTAATAACT
TCATGATTATGAATAATGATTATTTTCTCTTTCTTAACCCCGATGTATTCATAACCAGTGAAAGTTTGATTAATTATG
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TTGATTATATAATTAGTAATGATTATAAGTTTAGCACATTATGTCTTTATCGAGATTTTACTAAAAGCAAACATGATT
ATTCAATACGGAGTTTTCCAACTTTATATGATTTTCTTTGTTCTTTTTTATTGGGGGTGAATAAAAGTAAAATTAAGA
AGGAAAATATACTTTCTGATACTGTAGTTGATTGGTGTGCTGGCTCATTTATGCTTATTCATGCTTTAAGTTTCTTA
AATGTGAATGGTTTTGATCAAAAATATTTTATGTATTGTGAAGATATTGACCTTTGTATGCGTTTAAAATTAAGTGG
AGTAGATCTTTACTATACTCCCCATTTTGATGCTATTCATTATGCGCAGCATGAAAATAGAAGAATATTTACTAAAG5 
CATTTCGATGGCATATAAGGAGTATTACGCGCTACATATTACGGAAACCAATTCTTTCTTATAAAAACTATAGAAA
AATTACATCCGAACTGGTAAAGTGATTAAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAG
AGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAAGCCGTAAGCATATAAGCATGGATAA
GCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGGCCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATC
ACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGGTATGGCAGTGATGGGACGCAACCTT10 
GCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTCCCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATT
GCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGTTTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGT
CGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATTGATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAA
GGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTCGTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAG
GGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGCGCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGG15 
TGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAATCGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAAC
CATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAGATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGC
GATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTGAACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCA
GACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGACATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAA
AGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGCTAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCA20 
GCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAGTCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCT
CTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAAGCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGA
GTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTCTTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGC
GTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCGCGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATC
ATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAATCCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGC25 
TCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGATGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACG
GTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTACCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAAC
CTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTATTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACC
GAATGGCTGGATTAA 

SEQ ID NO: 19 (Ejemplo de secuencia de nucleótidos de locus O75 rfb – O75–producción EPA cepa stLMTB11737) 30 

ATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATATGTTGCCTGCCACTAAGGCGATACCC
AAAGAGATGCTACCAATCGTCGACAAGCCAATGATTCAGTACATTGTTGACGAGATTGTGGCTGCAGGGATCAAA
GAAATCCTCCTGGTAACTCACGCGTCCAAGAACGCGGTCGAAAACCACTTCGACACCTCTTATGAGTTAGAATCA
CTCCTTGAGCAGCGCGTGAAGCGTCAACTGCTGGCGGAAGTACAGTCCATCTGTCCGCCGGGCGTGACCATTA
TGAACGTGCGTCAGGGCGAACCTTTAGGTTTAGGCCACTCCATTTTGTGTGCGCGACCTGCCATTGGTGACAAC35 
CCATTTGTCGTGGTACTGCCAGACGTTGTGATCGACGATGCCAGCGCCGACCCGCTACGTTACAACCTTGCTGC
CATGATTGCACGTTTCAACGAAACGGGCCGCAGCCAGGTGCTGGCAAAACGTATGCCGGGTGACCTCTCTGAAT
ACTCCGTCATCCAGACTAAAGAGCCGCTGGACCGTGAGGGTAAAGTCAGCCGCATTGTTGAATTTATCGAAAAA
CCGGATCAGCCGCAGACGCTGGACTCAGACATCATGGCCGTAGGTCGCTATGTGCTTTCTGCCGATATTTGGCC
GGAACTGGAACGTACTCAGCCTGGTGCATGGGGACGTATTCAGCTGACTGATGCTATTGCCGAGCTGGCGAAA40 
AAACAATCCGTTGATGCAATGCTGATGACCGGCGACAGTTACGACTGCGGCAAAAAAATGGGCTATATGCAGGC
GTTTGTGAAGTATGGCCTACGCAACCTGAAAGAAGGGGCGAAGTTCCGTAAAGGTATTGAGAAGCTGTTAAGCG
AATAATGAAAATCTGACCGGATGTAACGGTTGATAAGAAAATTATAACGGCAGTGAAAATTCGCAGCAAAAGTAA
TTTGTTGCGAATCTTCCTGCCGTTGTTTTATATAAACCATCAGAATAACAACGAGTTAGCAGTAGGGTTTTATTCA
AAGTTTTCCAGGATTTTCCTTGTTTCCAGAGCGGATTGGTAAGACAATTAGCGTTTGAATTTTTCGGGTTTAGCGC45 
GAGTGGGTAACGCTCGTCACATCATAGGCATGCATGCAGTGCTCTGGTAGCTGTAAAGCCAGGGGCGGTAGCG
TGCATTAATACCTCTATTAATCAAACTGAGAGCCGCTTATTTCACAGCATGCTCTGAAGTAATATGGAATAAATTA
AGCTAGCAGTGAAGATACTTGTTACTGGTGGCGCAGGATTTATTGGTTCTGCTGTTGTTCGTCACATAATAAATAA
TACGCAAGATAGTGTTGTTAATGTCGATAAATTAACATACGCCGGAAACCTGGAATCGCTCGCTGAAATTTCTGA
TTCTGAACGTTATTCATTTGAGCATGCAGATATCTGCGATGCCGAAGCGATGGCTCGTATTTTCGCACAGCACCA50 
GCCAGACGCGGTGATGCACCTGGCAGCAGAGAGCCACGTTGACCGCTCAATAACTGGCCCTGCGGCATTTATT
GAAACCAATATTGTGGGTACTTATGTTCTTTTAGAAGCGGCGCGCAATTATTGGTCTGGTCTGGATGATGAAAAG
AAAAAAAACTTCCGCTTTCATCATATTTCTACTGATGAGGTGTATGGTGACTTACCCCATCCGGATGAAGTAAATA
GCAATGAAACGTTGCCGCTATTTACGGAAATGACAGCATACGCGCCAAGTAGTCCATATTCTGCTTCTAAAGCTT
CCAGCGATCATTTGGTTCGCGCATGGAAACGTACTTATGGTTTACCGACCATTGTGACTAATTGCTCGAACAACT55 
ATGGTCCTTATCATTTCCCGGAAAAGCTTATTCCACTGGTTATTCTTAATGCACTGGAAGGTAAGGCATTACCTAT
TTATGGCAAAGGAGATCAGATCCGCGACTGGTTGTATGTAGAGGATCATGCTCGAGCGTTATATACCGTCGTAA
CCGAAGGTAAAGCGGGCGAAACTTATAACATTGGTGGACACAACGAAAAGAAAAACATCGACGTAGTGTTCACT
ATTTGTGATTTGTTGGATGAGATAGTCCCGAAAGAGAAATCTTATCGTGAGCAAATTACCTATGTTGCTGATCGCC
CAGGGCATGATCGCCGTTATGCAATTGATGCCGATAAAATTAGCCGCGAATTGGGCTGGAAACCACAGGAAACG60 
TTTGAGAGCGGGATTCGTAAAACTGTGGAATGGTATCTGTCCAATACAAAATGGGTTGATAATGTGAAAAGTGGT
GCCTATCAATCGTGGATTGAACAGAACTATGGGGGCCGCCACTAATGAATATCCTCCTTTTTGGCAAAACAGGG
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CAGGTTGGTTGGGAACTACAGCGTGCTCTGGCACCTCTGGGTAATTTGATTGCTCTTGATGTTCACTCCACTGAT
TACTGTGGTGATTTTAGTAACCCTGAAGGTGTGGCTGAAACCGTTAGAAGCATTCGGCCTGATATTATTGTCAAC
GCAGCCGCTCACACCGCAGTAGACAAAGCAGAATCAGAACCGGAGTTTGCACAATTACTGAACGCGACGAGTGT
CGAAGCGATCGCGAAAGCAGCCAATGAAGTCGGCGCTTGGGTTATTCACTACTCTACTGACTACGTATTTCCGG
GGACCGGTGAAATACCATGGCAGGAGGAGGATGCAACCGCACCGCTAAATGTTTACGGTGAAACCAAGTTAGC5 
AGGAGAAAAAGCATTACAAGAGCATTGTGCGAAGCACCTTATTTTCCGGACCAGCTGGGTCTATGCAGGTAAAG
GAAATAACTTCGCCAAAACGATGTTGCGTCTGGCAAAAGAGCGTGAAGAATTAGCCGTTATTAATGATCAGTTTG
GTGCGCCAACTGGCGCAGAGTTGCTGGCTGATTGTACGGCACATGCCATTCGTGTGGCACTGAATAAACCGGA
AGTCGCAGGTTTGTACCATCTGGTAGCCAGTGGTACCACAACCTGGCACGATTATGCTGCGCTGGTTTTTGAAG
AGGCGCGCAAAGCAGGCATTCCCCTTGCACTCAACAAGCTCAACGCAGTACCAACAACAGTCTATCCTACACCA10 
GCTCGTCGTCCACATAACTCTCGCCTTAATACAGAAAAATTTCAGCAGAACTTTGCGCTTGTCTTGCCTGACTGG
CAGGTTGGTGTGAAACGCATGCTCAACGAATTATTTACGACTACAGCAATTTAATAGTTTTTGCATCTTGTTCGTG
ATGGTGGAACAAGATGAATTAAAAGGAATGATGGAATGAATACGCGTAAAGGTATTATTTTAGCGGGTGGTTCTG
GTACACGTCTTTATCCTGTGACTATGGCTGTCAGTAAACAGCTGTTACCGATTTATGATAAACCGATGATCTATTA
CCCGCTCTCTACACTGATGTTGGCGGGTATTCGCGATATTTTGATTATCAGCACGCCACAGGATACTCCTCGTTT15 
TCAACAACTGCTGGGTGATGGGAGCCAGTGGGGGCTAAATCTTCACTACAAAGTGCAACCGAGTCCGGATGGT
CTTGCGCAGGCATTTATCATCGGTGAAGAGTTTATCGGTGGTGATGATTGTGCTTTGGTACTTGGTGATAATATC
TTCTACGGTCACGACCTGCCTAAGTTAATGGATGCCGCTGTTAACAAAGAAAGTGGTGCAACGGTATTTGCCTAT
CACGTTAATGATCCTGAACGCTATGGTGTCGTTGAGTTTGATAAAAACGGTACTGCAATCAGCCTGGAAGAAAAA
CCGTTACAACCAAAAAGTAATTATGCGGTAACCGGGCTTTATTTCTATGATAACTACGTTGTGGAAATGGCGAAA20 
AATCTTAAGCCTTCTGCCCGCGGTGAACTGGAAATTACCGATATTAACCGTATCTATATGGAACAGGGGCATTTA
TCTGTTGCCATGATGGGACGTGGATATGCCTGGCTGGACACGGGGACACATCAAAGTCTTATTGAAGCAAGCAA
CTTCATTGCCACCATTGAAGAGCGCCAGGGCTTGAAAGTTTCCTGCCCGGAAGAAATTGCTTACCGTAAAGGGT
TTATTGATGCTGAGCAGGTGAAAGTATTAGCTAAACCGCTGAAAAAAAATGCTTATGGTCAGTATCTGCTAAAAAT
GATTAAAGGTTATTAATAAAATGAATGTTATTAAAACAGAAATTCCAGATGTACTGATTTTTGAACCGAAAGTTTTT25 
GGTGATGAGCGTGGTTTCTTTATGGAAAGCTTTAATCAGAAAGTTTTCGAAGAGGCTGTAGGGCGGAAGGTTGA
ATTTGTTCAGGATAATCATTCTAAATCGTGTAAAGGTGTACTTAGAGGTTTACACTTTCAGCTTCCTCCCTTTGAG
CAGGCAAAATTAGTAAGGTGTATAGTTGGCGAGGTATTTGATGTTGCAGTAGACATTAGACCTAATTCTGAAACA
TTTGGTTCATGGGTTGGAGTAACTCTTTCGTCAGAAAATAAAAGGCAGCTATGGATTCCAGAAGGATTCGCCCAT
GGTTTTTTAACTTTAAGTGATATTGCAGAGTTTGTTTATAAAACTAACAACTATTATTCTTTAAATCATGAAAGGGG30 
AGTCATTTGGAACGATGAGGAAATTAACATTGCCTGGCCCTCTCAATCAGAGAAGATTCTGTCACAGAAAGATAT
TAATTTACCATCATTTAGATTTGTTCAAATGTTTAGCAAGTAGTGTTATCTTTACACTGCACATAGTCATCATTTTTT
ATGCTTTAAGTAAATTATATTGCACATCTATAACACAAAGCGCAATAATATTTCGACCTGATGAAGGTTTGTGGTTA
TTTATCTTTCTAGGCGTTTTTTATGACTAAAATAGTTGTGGTTTCTACAGCTCCAATATTCCCGACAAATAATGGGT
ACAAAAGTTCTGTATTAGGAAGAATTGATGAGTTATTAAATGAGGATAATGAGGTCGTTTTGATTGAAATAAACCT35 
TGAAAATGTTACGGAAAAGAAAGATGAATTAATACCAACAAGATTTAATAATATTCAAAGATATGAAGTAAAAAAAA
TATCTAGATCATTTATTGCCGAGTTACAAATATTATTTGATATCAGAACTCGGTATGAACAATTATTTTCTTCTGCT
GACATTAGAGATAACATAAAAAAGATAATTGATTTAGAAAAACCTTCTATTATTATTGCTGAGTCTATATGGGCGTT
GCAAGCATTGCCTATTGAAATTAGTGCGAGAATACACTGTGTTATTCATGATGTGGCAACTGATTTCTTTAAAGAA
ATGTTTGTATCTCATAATGAGGTTGTACGAAAAATTTTGTTTTTTAATGATTACCTAAAGTTGAAAATTACTGAAGA40 
AAATATTATCAAACGTTTGAGAGTTGAGCAATTTATCTTTCTGACAGAAGAAGATAAATGTTGGTATAAAACAAGAT
ACAATATTGATGAGGGTTGTTGTTCCTTAGCGAGCAATCATCTTTATGTAGAAAAGATTAAGAGAACTATCAATTT
CCAAACCCCTTTCCTGCTTATTCCCGGTAGCATTGAATTTTCACAAAATTTTTACGGCTTAAATTGGTTTATAAAAA
ATATATATCCTGGATTAAATAGGAAAATAAGAATAGTTGTAACAGGAAAGGCATCAGATAAAAAAATAAAGATGTT
AAACTGTGGAGAGGAAATTACCTTTACGGGAGAGCTTGACTTTTCCACATATAATAAACTTAGCTCAACATGCTTG45 
TGTGTTATTGCACCGATTACAACGGGCACTGGAATTAAAATAAAAATATTAGAAGCTGTACAAAAAGGTATTCCTG
TACTTACAACAAAATTTGCTTCAAAAGGAATATGTTCCGATTTATGTTTTTATTGCGAGGAGGATACTGACACAAA
CTTTGTCAATTTAATTAACAGTTTTCTTGAAACGACATTAAGAGTCCAAGAATGAATTTATTGCTTTTTTCAGTCCTT
GCGTTTGGTTTAATATTGGCTTTGGCCCATAATAATAAAAGTGGAGATATTAACGCATACTTAATGTTTTTTCTCGT
GGTCCTAATGGTATTAATATCAGGGCTGCGTATGAATGATAGTGATTATATCGAATACAGGAAAATGTATAATGAA50 
GTGCCTATTTTATGTGACTTTAGTCTCGCATCTATAAGAGATATACATGGGGAGGTAGGCTATCTATTCTTATCAT
CAATCTTTAAAACTTTATGCTTGCCATTTCAATTATTTCTTTTTTTTATTGCTTTTTTATCACTCCTGCTTACATATTT
TTCATTCAGAAAAATAAGTTTAATACCGATACTATCGTTAGTTTTTTATTTAAGCCATGCTTTTATAGTTAGAGATTT
GATTCAAATTAGGGCAGGATTAGCTGTTAGCATATCATTATATTCAATAATTAAATTTAAAGGAAATAAAAGTATAA
TTACAGGAGTTTTATTTGCTTCTTTGATTCATTCTGGGGCGCTTATTATTGCTCTTTGTTATCCTTTTTTCAAAAAAA55 
AATACATAACATTAAAAATGATGTTGTTTTTATTTTTAGTGTCAATTATTTTTTCTTATTTGAATGGGCTTAATTTATC
GATACAACTCTTATCTCAATATAGTTTGCTTCCAACTGCAATTTCGAATTATGTTGGTTGGGAAGAATATGATTATC
GGGTGAGTATATTTACTAATCCGGTTTTTATTAAAGGTGTTTTTTTAATTGTCTTAATGCACAAATATGTACTTTCA
GATATTAAAAATGAGAAAATTATAGTGCTTTATAACTTATATGTTTTAGGTGTATTAGCTATGGTTGCATTGAGTGG
GATGGCTATTCTTTCAGGCCGTCTTTCATCCTTTCTGACACTAGGTGAAAGCATTTTAATTGTATATGCTCTGTTC60 
TACAAAAGAAATACACCTCTGGCGTTTCTAATTTTTTCTTTTTTAACAATTGTGCAATTAGGATATGATCTATTTATT
TCTAATGTGCATCCTGAGCTTACTCTGATTATATTTGGGTGAATCTAAGTGAAAAATAATAAAATAGGCATACTTAT
CTCTAAAATACAAAATCTTGGACCTGTGAATGTAGTACGAGGATTGATAAAAGAAAATAAAAAATATGCTTTTACT
GTTTTTTGTTTAACAAATAGCGTAGATAAAAATATATATGATGAGTTATGCTGTTTAGGAGCCAAGGTTATATTAAT
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ACCAGATGGTACTTGGTTCAGCAAAATTTTATTTGTGAGAAGTTTTTTAAAGGAACATCCACATAATATCTTACATT
CACATGGGATCACGGCCGATATGTTTTCTTACTTTCTGAATGGCGTGAAAATATCTACTATTCACAATAGACTAGA
TGAGGATTATATCCCATTATTTGGCGCGGTTAAAGGGAATGCTATATATTATCTTCATCGTTTTATATTACGAAGAT
TTAATCATATCGTTGCTTGCTCAGCAGCGGTCCAATCAAAACTGAAACAATCGAAAGTAAAAACTAAAATAACCAC
CATCCAGAATGGGATTGATATAACTAGGTTTAAGACACTTGAGTCTGATAAAAAAAAATTATTGAGGGAAAAACAC5 
GGATTTGATAGTGAAAAAAGAATATTTATATATTGTGGCTCGTTATCATTAAGGAAAAATATTGCTTACCTCTTGGA
ACACTTAGCCATCGAAGAAAATGATATATTTTTAATTCTAGGTGATGGTGAACTTTTTAGATATTGTAAGGATAAAT
ATTCTAAAGATTTACGGTATATATTTATGGGGAAAGTTGAATGCCCTCTTGAATATTATCAATTATCAGATATTTTT
GTTTCCGCTTCTTTATCGGAAGGGCTCCCCTTGGCACTATTAGAAGCTGCCTCTACTGGGTGCTATTTATATGTT
AGCGATATAGAGCCCCATAGAGAAATTGCATCTCTATTAGGAGAGGAAAATATTTCTATGTTTAAAATTAAGGATG10 
GATCATATAATTATTTGCAACCTAAAATAAAAAAAGCTGACTATAACGCTCTTTCTGACGATAAACTTTACAATATA
TCCGATAAAAAAATGTCAAATCTTTATGACAAACTTTTTGTTTCTTTATTAGAGCAGAGGCACTAATATAATGATTT
ATGTTTCGGTAATTTCTCATGGTCATTTCAAAACTCTTAAGGAATTAGGAGCAGTATCAAAATTAAATAATCACAGC
AGAATTAAAGTTATCATCAAAGATAATTTAGGAGAGAGCGAGCTTTTGGATTTTTGTCAGGAAAACAAAATAACTT
ATTTAAGGTCTAAAGAGAAAAAAGGATTTGGAGAGAATAATAATGAAGTTTTTTCCTCTATATCCTCCTTAATTACT15 
AAGGAAGATTTTTTTGTGGTTATGAATCCTGATATATATATTGAGTGCTCTGATCTATTAGATGTCGTAGATGAGT
GTGGTTCAGCGAATGTTAATCTAGCAACGATAAATTTATACAGGGATTTTGATAAAAAAACATATGATAACTCAGT
AAGGAAATTTCCCTCGGCAATTGATTTTTTTATGTCATTTTTATTTAAGAAAAATGACTGTGTAGTAAATAAGAACA
AAATAACGAAACCAACATATGTTGATTGGGCTGCAGGTTCTTTTCTAATATTTAATGCCTTCTTTTATTCAAAACTC
AACGGATTCAACGAAAAGTATTTTATGTATTGCGAAGATATTGATATATGTTGGCGAGCTAAAAAACACTTCAATA20 
CTTCAGTTTTATACTATCCATGCTATGCAGCAATTCATTTGGCACAATTTAACAATCGTAGGATTTTTAGTAGACAT
TTCATTTGGCATATAAAAAGTATTATCCTTTTTTTATTATATAAAAATGGTATGCTGCGTTCTAGTAAGTTGCTTTAA
TGCTAATATTCTTTTAAGAGGTGAGAATGATACCTGTTATTTTGGCTGGTGGTTCGGGAAGTCGCTTGTGGCCAC
TTTCACGAGAAAAGTTCCCCAAGCAGTTTTTAAAGTTGACTGGCAGTTTGACAATGTTGCAGTCAACATTGTCAC
GTCTTAATAATTTAAATGCTGATGATTCAATAGTTATATGCAACGAAGAGCATAGATTTATTGTTGCAGAACAATTA25 
AGAGAGTTAGGCAAACTTTCAAATAACATTATTCTTGAACCCAAAGGTCGTAATACAGCCCCTGCTATAACACTCG
CAGCATTAGCAGCAAAAAGAAAATTCGCTGATGAAGATCCATTGATTCTTATTTTAGCTGCAGATCACAACATCCA
AGACGAACATGTTTTCTGTGAGGCAATTAATAAGGCGTCATCTTTAGCTAGTTATGGAAAACTAGTGACTTTTGGT
ATCGTTCCATTCAAACCTGAAACTGGGTATGGCTATATTCGTCGCGGTGATGAAGTGCCTGTAGATGAGCAGCAT
GCGGTGGCCTTTGAAGTGGCGCAGTTTGTCGAAAAACCGAATCTGGAAACCGCGCAGGCCTATGTGGCAAGCG30 
GCGAATATTACTGGAACAGCGGTATGTTCCTGTTCCGTGCCGGACGCTATCTCGAAGAACTGAAAAAGTATCGT
CCGGATATTCTCGATGCCTGTGAAAAAGCGATGAGCGCCGTCGATCCGGATCTCGATTTTATTCGTGTGGATGA
AGAGGCGTTTCTCGCTTGTCCGGAAGAGTCGGTGGATTACGCGGTCATGGAATGCACGGCAGATGCCGTTGTG
GTGCCGATGGATGCGGGCTGGAGCGATGTCGGTTCCTGGTCTTCATTATGGGAGATCAGCGCCCACACCGCCG
AGGGCAACGTTTGCCACGGCGATGTGATTAATCACAAAACTGAAAACAGCTATGTGTACGCCGAATCTGGCCTG35 
GTCACCACCGTCGGGGTGAAAGATTTGGTGGTAGTGCAGACCAAAGATGCAGTGCTGATTGCCGACCGTAATG
CGGTGCAGGATGTGAAGAAAGTGGTCGAGCAGATCAAAGCTGATGGTCGCCATGAGCATCGGGTGCATCGCGA
AGTGTATCGTCCGTGGGGCAAATATGACTCTATCGACGCGGGCGACCGCTACCAGGTGAAACGCATCACCGTG
AAACCGGGCGAAGGTTTGTCGGTACAGATGCATTATCATCGCGCGGAACACTGGGTGGTTGTCGCGGGAACGG
CAAAAGTCACTATCAACGGTGATATCAAACTGCTTGGTGAAAACGAGTCCATTTATATTCCGCTGGGGGCGATGC40 
ACTGCCTGGAAAACCCGGGGAAAATAGATTTAGAATTAATTGAAGTTCGCTCTGGTGCATATCTTGAAGAAGATG
ATGTTATTAGATGTTATGATCGCTATGGACGAAAGTAATATATAATAATTATTTCAGAATTAGAAATGATAATTATAA
GTTTTCGTCTGGATAAACAATAGATAGTATGGGTTGGAAAATATGAGTTCTTTAACTTGTTTTAAAGCTTACGACAT
TCGCGGGAAATTAGGTGAAGAACTGAATGAAGATATCGCCTGGCGCATTGGTCGCGCCTATGGCGAATTTCTCA
AACCGAAAACCATTGTGTTAGGCGGTGATGTCCGTCTCACCAGCGAAACCTTAAAACTGGCGCTGGCAAAAGGT45 
TTACAGGATGCGGGCGTCGATGTGCTGGATATTGGCATGTCCGGCACCGAAGAGATTTATTTCGCCACGTTCCA
TCTCGGCGTGGATGGCGGCATTGAAGTTACCGCCAGCCATAATCCGATGGATTACAACGGCATGAAGCTGGTG
CGCGAAGGGGCTCGCCCGATCAGCGGTGATACCGGACTGCGCGACGTCCAGCGTCTGGCAGAAGCTAACGAC
TTTCCTCCCGTCGATGAAACCAAACGCGGTCGCTATCAGCAAATCAATCTGCGTGACGCTTACGTTGATCACCTG
TTCGGTTATATCAATGTCAAAAACCTTACGCCGCTCAAGCTGGTGATCAACTCCGGGAATGGCGCAGCGGGTCC50 
GGTGGTGGACGCTATCGAAGCCCGCTTTAAAGCCCTCGGCGCACCGGTGGAGTTAATCAAAGTGCATAACACG
CCGGACGGCAATTTCCCCAACGGTATTCCTAACCCGTTGCTGCCGGAATGTCGCGACGACACCCGCAATGCGG
TCATCAAACACGGCGCGGATATGGGCATTGCCTTTGATGGCGATTTTGACCGCTGTTTCCTGTTTGACGAAAAAG
GGCAGTTTATTGAGGGCTACTACATTGTCGGCCTGCTGGCAGAAGCGTTCCTCGAAAAAAATCCCGGCGCGAAG
ATCATCCACGATCCACGTCTCTCCTGGAACACCATTGATGTGGTGACGGCCGCGGGCGGCACGCCGGTGATGT55 
CGAAAACAGGACACGCCTTTATTAAAGAACGTATGCGCAAGGAAGACGCCATCTACGGTGGCGAAATGAGCGCT
CACCATTACTTCCGCGATTTCGCTTACTGTGACAGCGGCATGATCCCGTGGCTGCTGGTCGCCGAACTGGTGTG
CCTGAAAGGAAAAACGCTGGGCGAACTGGTGCGCGACCGGATGGCGGCGTTTCCGGCAAGCGGTGAGATCAA
CAGAAAACTGGCGCACCCTGTTGAGGCGATTAACCGCGTGGAACAGCATTTTAGCCGTGAGGTGCTGGCGGTG
GATCGCACCGATGGCATCAGCATGACCTTTGCCGACTGGCGCTTTAACCTGCGCTCTTCCAACACCGAACCGGT60 
GGTGCGCCTGAATGTGGAATCTCGCGGTGATGTTCAGGTTATGGTAATCCATACTCAAGAAATATTATCAATTTT
GACGTCATAAAGAATAAGCCCTGACAAGTTAGGGCTTAATTAATATATATTTTTTTTGAATTGGGGATTTGTGGTA
AGATTTTTAATATGTTATTTAATGTGGTTGAATTAATGTTGACTGGAAAATAATAATGAGAACGAAAAAAGCATTAC
ACAACTTTAAAGTTGATTTATTAATTACTTTTTTATTGGTTTTGCTAGGGTTTTATATTCGAACTGTTTTTGTTTCAA

ES 2 951 442 T3



87 

AAATGGGAAGTGATATTACTGGAGTGATGTTACTATTCACACAGTTGACAGCATATCTCAATTTGGCAGAATTAGG
TATTGGAATTGCAGCTGCCAGCGTATTATATAAACCGCTCAGCGAGAATGAATACAATAAAATAACTTACATAATA
TCTTTGCTCTCAGTCATATACAAATATATATTTGTGTTTGTTTTGATTCTTGGCGTTGTTATAGGTATCTGTATTTAT
TACTTTATTGATTCTGTAAAGGTTGTAAATGGCGTTTTTTTATATTGGGCTTTGTTCGTTTTTAATACATCGTTGAC
ATATAGTTATGCTAAATACTCCACATTATTAACTGCTAATCAGCGGTACTCAGCAGTAAGAAAAATTCAAGGTGGC5 
GGAAAAGTTATAATAATTGTATTTCAGATATTAATTTTGTGCTTTACGCAAAGTTTCATACTTTATTTGTTAGTTGAG
ACTTTAGGTATTTTTTCTCAATATTTGATTTTTAAAAAAATAATTGGGAACGGAAATCAATATCTCAGTAATGAGGT
TTTACTTATTGAAAGCGATAAACTTTTGATAAAAAAAGAATTAAAAATAAGAATAAAAAATATGTTCTTCCATAAAAT
AGGTGCTGTGCTTGTCCTTAATACAGACTACCTGCTTGTATCAAAGTTTCTGACATTAAGTTATGTGACAATTTTT
GGCAGCTATATGATGGTATTTCAGATAGTAACTGTTTTGATGTCAAGTTTTGTTAATGCTATTACTGCAGGAATGG10 
GTAATTACTTAATTAATAAAAGTAATTTAGAAATTAAGGAAATTACACGTCAATTTTATGTGATATTTATCGCCTTTG
CAACATTCATATCACTAAATATGTTTTTTCTTGTTAATGATTTTATCGCAAAATGGATAGGTGTTAATTATACATTAA
GTAACACCCTAGTTGCATTAATGATTGTTAACGTATTCATTAGTGTTGTCAGGGTACCTTCTGATATATTAAAAAAC
GCAAGTGGACATTTTGGTGATATTTATTATCCATTATTAGAAGGTGTGCTGAATATTACGATATCCATCATTTTGG
CTATCATTATTGGATTACCTGGCATTATTATAGGGACAATAGTATCTAACTTAATAGTAATAATGCTTGCGAAACCA15 
TTATATCTTTACTCTAAGTTATTTAATCTTAGAAATCCGACGAGGGTTTATTTTGAATTTATTTCTCGGCCTATGTTA
TATTCATTATGTGTGATTGGGGTGAGCTATTTATTGCGCGATGAAATATATTCATTTAAAGTAAGTACATGGTTGG
ATTTTATTAACAAGCTACTCTTAGTCTCTACTCCTAGCATATTGGTAATATGTGCTATTTTCTCTACGGATAGTGAC
TTTAGATTATTTTTCAGAAAAATTATATATGTGATTATGAAGAAATAAAAATTTCGAAAATGTATTAATCGAAATTAT
GCAACGAGCTTTATTTTTATAAATGATATGTGATCTTTTCGCGAATAGGAGTAAGGATCCGTGTAGGCTGGAGCT20 
GCTTCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTAAGGAGGATATTCATATGGATAAA
GCCGTAAGCATATAAGCATGGATAAGCTATTTATACTTTAATAAGTACTTTGTATACTTATTTGCGAACATTCCAGG
CCGCGAGCATTCAGCGCGGTGATCACACCTGACAGGAGTATGTAATGTCCAAGCAACAGATCGGCGTAGTCGG
TATGGCAGTGATGGGACGCAACCTTGCGCTCAACATCGAAAGCCGTGGTTATACCGTCTCTATTTTCAACCGTTC
CCGTGAGAAGACGGAAGAAGTGATTGCCGAAAATCCAGGCAAGAAACTGGTTCCTTACTATACGGTGAAAGAGT25 
TTGTCGAATCTCTGGAAACGCCTCGTCGCATCCTGTTAATGGTGAAAGCAGGTGCAGGCACGGATGCTGCTATT
GATTCCCTCAAACCATATCTCGATAAAGGAGACATCATCATTGATGGTGGTAACACCTTCTTCCAGGACACTATTC
GTCGTAATCGTGAGCTTTCAGCAGAGGGCTTTAACTTCATCGGTACCGGTGTTTCTGGCGGTGAAGAGGGGGC
GCTGAAAGGTCCTTCTATTATGCCTGGTGGCCAGAAAGAAGCCTATGAATTGGTAGCACCGATCCTGACCAAAAT
CGCCGCCGTAGCTGAAGACGGTGAACCATGCGTTACCTATATTGGTGCCGATGGCGCAGGTCACTATGTGAAG30 
ATGGTTCACAACGGTATTGAATACGGCGATATGCAGCTGATTGCTGAAGCCTATTCTCTGCTTAAAGGTGGCCTG
AACCTCACCAACGAAGAACTGGCGCAGACCTTTACCGAGTGGAATAACGGTGAACTGAGCAGTTACCTGATCGA
CATCACCAAAGATATCTTCACCAAAAAAGATGAAGACGGTAACTACCTGGTTGATGTGATCCTGGATGAAGCGGC
TAACAAAGGTACCGGTAAATGGACCAGCCAGAGCGCGCTGGATCTCGGCGAACCGCTGTCGCTGATTACCGAG
TCTGTGTTTGCACGTTATATCTCTTCTCTGAAAGATCAGCGTGTTGCCGCATCTAAAGTTCTCTCTGGTCCGCAA35 
GCACAGCCAGCAGGCGACAAGGCTGAGTTCATCGAAAAAGTTCGTCGTGCGCTGTATCTGGGCAAAATCGTTTC
TTACGCCCAGGGCTTCTCTCAGCTGCGTGCTGCGTCTGAAGAGTACAACTGGGATCTGAACTACGGCGAAATCG
CGAAGATTTTCCGTGCTGGCTGCATCATCCGTGCGCAGTTCCTGCAGAAAATCACCGATGCTTATGCCGAAAAT
CCACAGATCGCTAACCTGTTGCTGGCTCCGTACTTCAAGCAAATTGCCGATGACTACCAGCAGGCGCTGCGTGA
TGTCGTTGCTTATGCAGTACAGAACGGTATTCCGGTTCCGACCTTCTCCGCAGCGGTTGCCTATTACGACAGCTA40 
CCGTGCTGCTGTTCTGCCTGCGAACCTGATCCAGGCACAGCGTGACTATTTTGGTGCGCATACTTATAAGCGTA
TTGATAAAGAAGGTGTGTTCCATACCGAATGGCTGGATTAA  
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REIVINDICACIONES 

1. Un método de preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a 

una proteína portadora, comprendiendo el método: 

(i) proporcionar una célula huésped procariota recombinante que comprende: 

una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 5 

una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación que 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación Asn-X-Ser(Thr), en donde X es cualquier aminoácido excepto 
Pro (SEQ ID NO: 1), preferiblemente una secuencia consenso de glicosilación Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), en donde 
X y Z se seleccionan independientemente de cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 2); y 

una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 10 

(ii) cultivar la célula huésped procariota recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado, 

en donde: 

cuando el OX– antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácido 15 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que es 
capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 
polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 

glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, 20 
en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de 
glucosilar bactoprenol; 

cuando el OX–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 25 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 

cuando el OX–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos de N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 30 

cuando el OX–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; y 

cuando el OX–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido de N311V, 

en donde en cada caso las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y 35 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras 
de las Fórmulas (O1A),  
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respectivamente y cada  

n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo 5 a 40, por ejemplo 7 
a 25, por ejemplo 10 a 20. 

2. El método de la reivindicación 1, en donde el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, y el PglBy 5 
comprende la mutación de aminoácido N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V en relación con el 
PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

3. El método de la reivindicación 2, en donde la célula huésped procariota recombinante comprende además una 
secuencia que codifica un GtrS que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, y secuencias de nucleótidos 
que codifican un GtrA y un GtrB que tienen las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente. 10 

4. Un método de preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno polisacárido de E. coli unido covalentemente a 
una proteína portadora, comprendiendo el método: 

(i) proporcionar una célula huésped procariota recombinante que comprende: 

una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 

una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación que 15 
comprende una secuencia de consenso de glicosilación Asn-X-Ser(Thr), en donde X es cualquier aminoácido excepto 
Pro (SEQ ID NO: 1), preferiblemente una secuencia consenso de glicosilación Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), en donde 
X y Z se seleccionan independientemente de cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 2); y 

una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy; y 

(ii) cultivar la célula huésped procariota recombinante en condiciones para la producción del bioconjugado, 20 

en donde el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311V con relación al PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, 

en donde el Ox–antígeno es O1A antígeno polisacárido, O4 antígeno polisacárido glucosilado, O6A antígeno 
polisacárido, O15 antígeno polisacárido, O16 antígeno polisacárido u O75 antígeno polisacárido, 

y cuando el Ox–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, la célula huésped procariota recombinante 25 
comprende además una secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad 
con SEQ ID NO: 4 y que es capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa 
para producir el O4 antígeno polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una 
translocasa GtrA y una glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 
7 y 8, respectivamente, en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la 30 
glicosiltransferasa es capaz de glucosilar bactoprenol, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O15, O16 y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras de las 
Fórmulas (O1A),  
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y 

 

respectivamente, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo 
5 a 40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 a 20. 
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5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende además aislar el bioconjugado de la 
célula huésped procariota recombinante. 

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la proteína portadora se selecciona del grupo 
que consiste en Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. coli (FliC), CRM197, proteína de 
unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada de S. aureus, factor de 5 
aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, variantes desintoxicadas de enterotoxina 
termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes desintoxicadas de la toxina del 
cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, neumolisina de Streptococcus 
pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína de membrana externa de 
Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no tipificable,  10 

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la proteína portadora es Exotoxina A 
desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA), preferiblemente en donde la proteína portadora EPA comprende 
1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4, de los sitios de glicosilación, preferiblemente en donde cada sitio 
de glicosilación comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene la SEQ ID NO: 2, preferiblemente 
en donde la proteína portadora EPA comprende la SEQ ID NO: 3.  15 

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la proteína portadora es exotoxina A 
desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA), en donde la proteína portadora EPA comprende 2-4 sitios de 
glicosilación, en donde cada sitio de glicosilación comprende una secuencia consenso de glicosilación que tiene SEQ 
ID NO: 2. 

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en donde la célula huésped procariota recombinante es 20 
una célula de E. coli, por ejemplo una cepa K–12 de E. coli, tal como la cepa W3110. 

10. Una célula huésped procariota recombinante para la preparación de un bioconjugado de un Ox antígeno 
polisacárido de E. coli unido covalentemente a una proteína portadora, comprendiendo la célula huésped procariota 

recombinante: 

una secuencia de nucleótidos de un grupo de genes rfb para el Ox–antígeno polisacárido; 25 

una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína portadora que comprende al menos un sitio de glicosilación que 
comprende una secuencia consenso de glicosilación Asn-X-Ser(Thr), en donde X es cualquier aminoácido excepto 
Pro (SEQ ID NO: 1), preferiblemente una secuencia consenso de glicosilación Asp(Glu)-X-Asn-Z-Ser(Thr), en donde 
X y Z se seleccionan independientemente de cualquier aminoácido excepto Pro (SEQ ID NO: 2); y 

una secuencia de nucleótidos que codifica una oligosacaril transferasa PglBy 30 

en donde: 

cuando el OX– antígeno es O1A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O4 antígeno polisacárido glucosilado, el PglBy comprende la mutación de aminoácido 
N311V o las mutaciones de aminoácidos Y77H y N311V, y la célula huésped recombinante comprende además una 35 
secuencia que codifica una glucosiltransferasa GtrS que tiene al menos 80% de identidad con SEQ ID NO: 4 y que es 
capaz de modificar un O4 antígeno polisacárido de E. coli mediante la adición de glucosa para producir el O4 antígeno 
polisacárido glucosilado de E. coli, y secuencias de nucleótidos que codifican una translocasa GtrA y una 
glicosiltransferasa GtrB que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con SEQ ID NOs: 7 y 8, respectivamente, 
en donde la translocasa es capaz de translocar glucosa unida a bactoprenol y la glicosiltransferasa es capaz de 40 
glucosilar bactoprenol; 

cuando el OX–antígeno es O6A antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O8 antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; 45 

cuando el OX–antígeno es O15 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos N311V, 
K482R, D483H y A669V; 

cuando el OX–antígeno es O16 antígeno polisacárido, el PglBy comprende las mutaciones de aminoácidos Y77H, 
S80R, Q287P, K289R y N311V; 

cuando el OX–antígeno es O18A antígeno polisacárido, el PglBy no comprende mutaciones de aminoácidos en las 50 
posiciones 77, 80, 287, 289, 311, 482, 483 y 669; y 
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cuando el OX–antígeno es O75 antígeno polisacárido, el PglBy comprende la mutación de aminoácido N311V, 

en donde, en cada caso, las mutaciones de aminoácidos son en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, y 

en donde los O1A, O4 glucosilado, O6A, O8, O15, O16, O18A y O75 antígenos polisacáridos tienen las estructuras 
de las Fórmulas (O1A),  5 
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y 

 

respectivamente, y cada n es independientemente un número entero de 1 a 100, preferiblemente de 3 a 50, por ejemplo 
5 a 40, por ejemplo 7 a 25, por ejemplo 10 a 20. 5 

11. La célula huésped procariota recombinante de la reivindicación 10, en donde el Ox–antígeno es O4 antígeno 
polisacárido glucosilado, y el PglBy comprende la mutación de aminoácidos N311V o las mutaciones de aminoácidos 
Y77H y N311V en relación con el PglB de tipo salvaje que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. 

12. La célula huésped recombinante de la reivindicación 11, en donde la célula huésped procariota recombinante 
comprende además una secuencia que codifica un GtrS que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4, y 10 
secuencias de nucleótidos que codifican un GtrA y un GtrB que tienen las secuencias de aminoácidos de SEQ ID NOs: 
7 y 8, respectivamente. 

13. La célula huésped procariota recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en donde la proteína 
portadora se selecciona del grupo que consiste en Exotoxina A desintoxicada de P. aeruginosa (EPA), flagelina de E. 
coli (FliC), CRM197, proteína de unión a maltosa (MBP), toxoide diftérico, toxoide tetánico, hemolisina A desintoxicada 15 
de S. aureus, factor de aglutinación A, factor de aglutinación B, enterotoxina termolábil de E. coli, variantes 
desintoxicadas de enterotoxina termolábil de E. coli, toxina del cólera subunidad B (CTB), toxina del cólera, variantes 
desintoxicadas de la toxina del cólera, proteína Sat de E. coli, el dominio pasajero de la proteína Sat de E. coli, 
neumolisina de Streptococcus pneumoniae, hemocianina de lapa californiana (KLH), PcrV de P. aeruginosa, proteína 
de membrana externa de Neisseria meningitidis (OMPC) y proteína D de Haemophilus influenzae no tipificable, 20 

14. La célula huésped procariótica recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en donde la 
proteína portadora es exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA), preferiblemente en donde la 
proteína portadora EPA comprende 1–10, preferiblemente 2–4, más preferiblemente 4, de los sitios de glicosilación, 
preferiblemente en donde cada sitio de glicosilación comprende una secuencia de consenso de glicosilación que tiene 
la SEQ ID NO: 2, preferiblemente en donde la proteína portadora EPA comprende la SEQ ID NO: 3.  25 

15. La célula huésped procariota recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, donde la proteína 
portadora es Exotoxina A desintoxicada de Pseudomonas aeruginosa (EPA), en donde la proteína portadora EPA 
comprende 2-4 sitios de glicosilación, en donde cada sitio de glicosilación comprende una secuencia consenso de 
glicosilación que tiene SEQ ID NO: 2. 

16. La célula huésped procariótica recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en donde la célula 30 
huésped procariota recombinante es un célula de E. coli, por ejemplo una cepa K–12 de E. coli, tal como la cepa 
W3110.  
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