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 �����  

3�% �#�  7�8)�9��   :�;<%( =���,� >,3� �� ��;? �� �@$ ��,�,�

A�&$�,� ]�� �� �[ .�E%�� =�#��1� ��=���,� >��F ��G�)  �<#

��1,�  A%��)�� :�'�� =�#��1� �� =��<�,� >��F �E%�� �<# 

A)�<<)����� ��<<1,�  H<<%(]� ��[.  �A)�<<)����� ><<�(�F ��<<,� ��

 =������,1)��( A��  I,$J,�������$((ETEC)  K)�<�  0)�<�

 =���,� >��F H%(]L[.  

=���,� ���� �� =��M�� 0)( ��
)( NF�� �3�% �# �OOP��O 

 ��,�,� =���,� *( ���� �������� :�;%(L  :�%A� ���]Q� R[ .

� ������ �� ��SF :�'�� =�#��1� �� 0,T3�� �� =�(�G( ��E%��

A� .�G��� I,�&$( =�#��1� �� S�8� =���,� 0)( �� &UU�

A� &$��. 0)( *( 	,$ �(�G��� =���,� �� �� ��(� .�;�]�� L� Q� 

R� �[ .�� =���,� 0)(  	,$ �3	3* � >,% &U$�� �8V����,W X�(�'

��(� =��)* Y�,� ]Q� Z� �O[.  

 0��(� �,;� � A'(�[*( ���*�% \(&#( �,]$ A��(&;� =�#

WHO  H%(]��[ .";� *( A�) �=����� ̂ $_��)� >�(�F 0)��

0,���� .�(�' �� /��' (LT) �� �� H%( =(&)&$�� �(�UF

`�a� 	,$ 0��(�  H%(]Q� ��� ��[ . �� /��' 0,�������$(

�)�% �� .�(�' =�#�,1)��( A�� I,$J,�������$( (ETEC) 

 �(�,' � ���$( �� :�;%( �&UU���
)( >��F H%(]��[ . 0)(

 0,���� �� 0,bU% &'(��)*(LTA)  � I8%(LTB)  ��(� ��

 c8% &'(��)*U
 *( � ����U
 >�� ��d  >,�1� ����) ���$��

H%( �&� ]��[ . &'(��)*A A3��3�� �*� �� �R kD  A�% e	?

0,���� f��g� �&� � H,h�4 ADPP >)*�8)� =*(�@�$(��

A� � ��(� i)(	G( j?�� � ��4�% :�EG (� *S�,% .S,$�k &$(��

cAMP ���� �� 0)( F�>� �
U� �� *( H%� ��(� fk  �

H,3����3(�% *( �#<:�A
( =�#:�,�� A���l� ]��[ . &'(��)*B  ��

 A3��3�� �*��/�� kD  �� �_(����,W � ����U
 .��h ��

 &'(��)*A A� >2����� ]�L[ . :�2�( �&'(��)* 0)( i9$

 �� 0,�����&$�,l =�#GM1 :��% na%A
( =�#���� A3�,�� 

 H%(]�� ��L ��Q[ . � �����F ����4�% �]$ *( 0,���� 0)(

 &'(��)* �� =��)* H#�8� �A$(�?�( H,h�4B ��(� (��� 0,���� 

]Q� ��� �R[.  

�� 0,�M�� 0)(�� A)�;U��� 0��(� �(�UF  I) *�G��*k��� A)

 AU,3��]��� �Z [� "#�(��# �� 0,Uo �+�$��)( �)�% =����� =�#

� >�(�F �,]$<�<�%( ���� ��,%(	,$�@<H%( ��G�l �(�V ��� ]Q[.  

=���,� �� 0,���� 0)( ";� i9$ �� �?�� �� .���(	l �A)(*

�� e	? 0)( *( ���@�%( �� =�&E����(� ��?� 0��(� �(�UF ]Q[ .

�� (� e	? 0)( A)�;U� fp? � A�@U� �A�(��4 �A$�#� q)�[ *(

A�%�
 ������ ���@�%( 0��(� �(�UF&$( ]Q[ . ��E3�a� 0)( \&#

 �+ ��,�LTB ��AU�)( A%��� ��]U��� A)(* �� � A)�;U�  �(��#

 =����� �+�$��)( >�(�F �)�%H%(.  

  

 � ��	�
���
  

r�%(<� s(�< �+ \�(�LTB  =����� �� t����ETEC  *(

�<$�<I '(�[ � �+<
 A<��)(�: �+  .�(�' �� /��' 0,����

)*<'(��<& B �<��<�< =�ETEC � *(<$�<�+ I )M17874( 

x�$ I�� �� � &� s(�r�%( =�#�(	G(Oligo  �DNASIS 

HG�l .��h ��)(�
 A'(�[  �H��� y%�� �,$�)�� )Bioneer z

��MA��U? ( 	�U%�&.  A)�%�U� ��b)�? =(�(� H%�_�� ��)(�


��_(��&g� ")	$k EcoRI �
 ��)(�
 �)0, ��b)�? =(�(� H%�

 ��_(��&g� ")	$k A)�%�U�HindIII H%( .  

HG� ��)(�
 �3(��:  

5' TGTGCAGAATTCGCTCCTCAGTC 3' 

H1l�� ��)(�
 �3(��:  

5'TTACAAGCTTCTAGTTTCCATACTGA

TTG 3'  

 �+ �,{��LTB  |�� ��PCR:  =�����ETEC ) *( ��b1)��*k

A�F�� ���%���,� ^$(�G� (�� K)�� H1� y,g� LB  =��� ��

�R A�$�% �?�� .&� �� �(�l��  HF�%H1�  ��(�&� . x�$+

 |�� I�� �� =�����CTAB-NaCl  *( ���@�%( �� � s(�r�%(

�� � &)��l H]�W 0,,E� =������G����}%( iU�(� �� �b3( �(�UF

PCR  &� ���@�%(]�O.[  iU�(�PCR -(��  �+ �,{��LTB 

 ")	$k �� (&��(TaqA�
*(�� )�+�U,% ( H]�W ��� A�,� �_��

MgCl2 ��/O  ���)(�
 �# *( :���~,
�/O A�,� �_��dNTPs 

 :�2�( =��� �� �LZ A�$�% �?���U,;� �(�l&� =*�% .����]U� 

 *( =�,l��?i;? *( ���@�%( �� �+ A)�;$ �,{�� ��%(�4�$ =�#

 ")	$kPfu�
A*(�� (Fermentas) ��  "
'�L  ��,3���,�

 .��h�lHG . iU�(� �#PCR  >����/O  �# *( :����,


 ���)(�
�/OA�,� =�#&,������$ t��r� *( �_��dATP �dTTP �

dGTP  �dCTP �� &'(� ")	$k DNA *(��,�
Pfu �L/� 

�,�<3��<� ��,<G�< �10X PCR  �MgSo4 �<�  A)�;$ H]�W
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 ��
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 � 

L/� A�,� � �_��LO s(�r�%( x�$+ *( x�l�$�$ �&�ETEC ��� .

�4�o =�#PCR H��%(� ��'�� I) >��� �� A)(&��( �&�

 =���Z� A�$�% �?�� .&� �� �(�l�O  �� ��)(�
 :�2�( ��,$��

 =��� �� �b3( ����L� A�$�% �?�� .&� �� �(�l�O  � �,$��

 =��� �� �]$ ���� �EaV �,{��R� A�$�% �?�� .&� �� �(�l c)

 =��� �� A)�;$ �,{�� ��'�� I) ��)�
 �� � �9,V�R�  �?��

A�$�% .&� �� �(�l�O ��� �9,V� .  

"#�$�% iU�(� *( >h�' �EaV =*�%PCR:  :�2g�PCR  ��

I�� DNA  �$����$ bp�OO (Fermentas) *���lk :+ =�� 

)�+�U,% (�% ���� �)�&� KV(� &,.  :�2g� A�)	$k "�#PCR 

��  ")	$k I��Cfr9I (Fermentas) � 	,$)� 0)( �� =�b)� &,

 �3������ . ")	$k �� *( ���@�%( ��HindIII  �EcoRI 

(Fermentas)  �G�� �� �$�l�� "�# iU�(� ��Y/TANGO� 

 :�2g�PCR =�;�$( �� �� HG�l �(�V "�# ����´� �´L 

�&U8�o =�;�$( ��
)( &U� .�����=�# f�r�$( ��E3�a� 0)( �� �&�

�� ����� �U,$�pBluescriptII SK (Fermentas)  ����� �

 A$�,�pET28a (Qiagene) ���&$  ���� ��G ")	$k �� �� ��

&U�G�l �(�V "�#.  ����� ̂ }%psk  :�2g� �PCR  :+ =��

�
 f�� =��� �� *���lk)0,  H]�W ���% >9�U�  H,� �� �

4<�3� %< =*�(Fermentas) :�2g� �PCR  ����� �

 �,�r��& . ")	$k I�� ��DNA *�b,3T4 (Fermentas) 

&U)k�G  �� �EaV :�2�(�����  =��� ���� A�$�% �?�� �� �(�l

 .&���  |�� �� j,����$ =�#&,�*S
 ̂ }% � &� x�
$( HF�%

:��% �� A��(�' ��� &E��� =�#E. coli  �)�%TOP10 

(Invitrogen) ��(� :�9�$(  y,g� =�� � &�LB  =��' ��lk

A�$k�A}�k I,��,0,�,% ) H]�Wml/g� �O ( �� � ��(� H1�

 =����R A�$�% �?�� ����$( �(�l� &]�O.[  

���� I�� �� �]$���� �EaV =��' =�#PCR  A�)	$k "�# �

�� A3(�� 0,,E� �� H)�;$ �� �)&� &, .���� �EaV�&
� �&�7(  �� ��

$ ")	$k<x� �< � HG�l �(�V |�� ���� ���-(�� ��,� �� �&� 

��< ���pET28a �9�U<,� �� � ><<�	<< ��E. coli %<<)�<<�  

BL21DE3 plyss (Stratagen) &� Hr)�(�� .  

�]$ ���� �+ ��,�: ���� �$�8� H1� *(=*�%(&? =�# �(	,� �&�

�OO  �� ��,3���,�L A�,� y,g� ��,3LB  *( ^
 � n,9�� K)��

 �� �&,%�Q/O OD :�[ �� s��QOO ����$�$ )�� -(�� H%�

=��M�� &�� �(	,� ����k( ������
 �&UUM�93( ���� �(IPTG) 

(Fermentas) �W ��] H� A�,� � ���	G( H1� y,g� �� �_��

 .&� ��L  =��� �� HF�%�R A�$�% �?�� ����$( �(�l�&.  

�0,����
 H]�W 0,,E: ��,� 0,����
 H]�W |�� I�� �� �&�

 *( ���@�%( �� � ���G�(�� =��l x�% 0,��83k(BSA) )�+�U,% (

��HG�l x�
$( ��(&$��%( �(�UF ]��[ . 

 *��G����3(PAGE-SDS :�$��$�93( *( &E� � >8V =�#- 

IPTG AU,����
 �M��� �� �(��# �(Fermentas; SM0431) 

�����$� y)(�� Hg�� *��G���~3( �& . :+ H]�W�� % ��)�? ��

 H����L A�,� ��� �}�k]��.[ 

A�$k &,3�� �,�F�� =���CTXB: 0)( �� �?�� �� 0,����
 0,� �M

LTB  �CTXB A$���4�% H;��1� ��(� ��?��  0,����
 (p3

 &'(��)*B � 0,����< (��(Sigma; C9903) �(&9� � �,;� 

gµ �OO  �� � >��M �(�?�( �� �(��# :�( ��� �H��$ ��;o �� �k *(

H��$ &$��G �V�$ �(�?�( �� =&E� =�# q)�	� |�l�4 ���  ��

��4 |�l�4 *( H)�;$A�$k � =�,l &5 =���CTXB &� �,;�.  

��) &,
j,����$ 0,����: �� =(��)��,� j,����$ 0,����
 &,  �&<�

A�$k �� .S��$��)( I,U�� *(    ���@�<%( (�<�� 0,<����&5 =���

&� .    ���<%� "�<�,% *( ���@�<%( �� ��,� *( ^
 A3��% ���2F

 �<<<U,�S�Bio-rad (Mini Protean) :�<<<9�$( �G�<<<� � 

) 0,<<�)Sl�Z A<<�,� ^)�<<� ��_�<<��� A<<�,� ��_�<<�SDS 

O�R/O%  :�$��� ��O (%   ><9�U� 	3��<%���,$ p<W�� =��  &<� .

�<W�<p �%���,$<3�<	  �<�  <@�%(<��� � *(<< <G�<� PBST )NaCl 

�R A�,�   ��_�<�KCl R/�  A<�,� ��_�<� Na2Hpo4.7H2O 

�/� <<<�,�A ��_�<<<�0,)�<<<��O L% � pH �/R ( =��<<<'L% 

 .&� �� I14�,�� &)��l �S� ���( =��� �� HF�% . �$��$

��� �% *( ^
 H��� �G�� �� ��PBST   HF�<% I) .&� ��

 HV� ��LOO/� A�$k &5 =��� 0,�����G�� �� (��� PBST  ��

��<�( =�<
� ��< ����<& .$<$��<
 �<H�� *( ^� �&
� =��

�< �G�� �PBST    HF�<% I<) .&<� �<� �    H<V� �<�����/�  *(

A�$k    A<��l�4 �<l�J$�� =��<� (Dako)  �G�<� �� PBST  ��

��� �% *( ^
 H)�;$ �� � HG�l �(�V ���( =��� H���  �<� ��

 �G��PBST �-(��  ^)�� �G�� *( =*�%����kmMLO   =��<'

DAB  mgQ  � H2O2  µl�O &� ���@�%( . ���@�%( �� iU�(�

 *(PBS &)��l �V��� ]��[.  
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 � 

�����  

 iUM(�PCR: x�$ �� �k Hgh ���)(�
 A'(�[ *( ^
�(	G( 

BLAST  �� �� &� A%���ETEC  A$+ I$�� �� ��?��

A� ��1$ (� H,h�2�4( 0)��_���(� . �+ �,{�� *( ^
LTB  ��

 |��PCR���� *��lk :+ =�� :�2g� � A��)*�(  � HG�l �(�V

���# ��[ �� ��>~� � A� �&#�1����� �EaV ���  *( �]$

"# �� \&# �+ �� �*(&$( ��g3(� A$(�4 H�)��� *�� H@?.(  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

��� �(    :�2g� d)��$PCR  �+LTB  *���lk :+ =���%  

���% �� �  �� : �+LTB ���% z� : �����$DNA  
 

��) &,PCR: �� =(��) :�2g� &,PCR "# *( >8V�$�% *( =*�%

 ")	$kCfr9I x�$ �� 	,3�$k q8[ �� &� ���@�%( �(	G(DNASIS �

 :�2g� A�)	$k "�#PCR�  :�[ �� �EaV ���LQ  (� *�� H@?

��A� ��?� d)��$ �� ���k>�� �� �k �  >��V �&#�1�H%(.  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

��� �( �� :�2g� &,)PCR  �+LTB  

  A�)	$k "�# *( ���@�%( ��)Cfr9I (  

 ���%� :A�)	$k "�#  :�2g�PCR  ")	$k ��Cfr9I ���% z� : �����$

DNA ���% z� : :�2g�PCR  

#<<"%<<$�<<<<�%<<<<�� �� =*�<<<�<<#��<<< =�pET28a  �

SK pBlueskriptII:  :�2g�PCR ��) �� I�� �� �&�&,

 ")	$kEcoRI  �HindIII  �EaV ̂ }% � HG�l �(�V "�# ����

 �&#�1� *��lk :+ =�� �]$���� A$+�& .�� =(��) *( ���1,� &,

s(�r�%( &,�*S
�� �&� �� �b3( �(�UFPCR &� ���@�%(.  ^}%

�U,$��� ����� *( A$+ �EaV (pSK) A$�,� ����� �� 

(pET28a) �� ���� A�8V |�� �� �� � &� >9�U�)HG�l �(�V &, 

)>�� =�#�  ��.(  
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