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Descripcion
Vacunas y pruebas de diagnéstico de Streptococcus suis

La invencion se relaciona con infecciones de cerdos por Streptococcus suis, con vacunas dirigidas contra esas infecciones,
con pruebas para diagnosticar las infecciones de Streptococcus suis y con el campo de las vacunas bacterianas, mas
particularmente a las vacunas dirigidas contra las infecciones deStreptococcus suis.

Las especies de Streptococcus, de las cuales existen una gran variedad que causan infecciones en los animales domésticos
y el hombre, se agrupan frecuentemente de acuerdo con los grupos de Lancefield. La tipificacién de acuerdo con Lancefield
ocurre sobre la base de determinantes serolégicos 0 antigenos que estan entre otros, presentes en la capsula de la bacteria
y que permiten soOlo una determinacién aproximada, frecuentemente las bacterias de un grupo diferente muestran
reactividad cruzada uno con el otro, mientras que a otros Estreptococos no se les puede asignar un grupo-determinante en
absoluto. Dentro de los grupos, la diferenciacién ademas es frecuentemente posible sobre la base de la serotipificacion;
estos serotipos contribuyen ademas a la gran variabilidad antigénica de los Estreptococos, un hecho que crea una serie de
dificultades dentro del diagndstico de y la vacunacion contra las infecciones Estreptocécicas.

Las especies de Streptococcus (GAS, Streptococcus pyogenes) del grupo A de Lancefield, son comunes con los nifios, que
causan infecciones nasofaringeas y complicaciones de las mismas. Entre los animales, especialmente el ganado es
susceptible a GAS, de manera que a menudo se encuentra mastitis.

Los Estreptococos del grupo A son los agentes etioldgicos de la faringitis estreptocécica e impétigo, dos de las infecciones
bacterianas mas comunes en los nifios, asi como una variedad de infecciones menos comunes pero potencialmente
mortales, que incluyen infecciones de tejidos blandos, bacteriemia y neumonia. Ademas, GAS se asocia Unicamente con los
sindromes autoinmunes postinfecciosos de fiebre reumética aguda y glomerulonefritis post-estreptocécica.

Varios informes recientes sugieren que la incidencia tanto de infecciones graves debido a GAS como de la fiebre reumética
aguda ha aumentado durante la Ultima década, enfocandose renovado el interés en la definicion de los atributos o factores
de virulencia del organismo que pueden jugar un papel en la patogénesis de estas enfermedades.

GAS produce varios componentes de la superficie y productos extracelulares que pueden ser importantes en la virulencia.
La proteina de superficie principal, la proteina M, se estudié con méas detalle y demostré convincentemente que juega un
papel en la virulencia y la inmunidad. Los aislamientos ricos en proteina M son capaces de crecer en la sangre humana, una
propiedad pensada para reflejar la capacidad de la proteina M para interferir con la fagocitosis, y estos aislamientos tienden
a ser virulentos en animales de experimentacion.

Los Streptococcus del grupo B de Lancefield (GBS) los mas frecuentemente se observan en el ganado, causando mastitis,
sin embargo, los bebés humanos también son susceptibles, frecuentemente con consecuencias fatales. Los estreptococos
del Grupo B (GBS) constituyen una causa principal de sepsis bacteriana y meningitis entre los neonatos humanos nacidos
en los Estados Unidos y Europa occidental y estan surgiendo como patdégenos neonatales importantes en los paises en
desarrollo también.

Se estima que las cepas de GBS son responsables de entre 10,000 a 15,000 casos de infeccion invasiva en recién nacidos
en los Estados Unidos solamente. A pesar de los avances en el diagnostico y tratamiento temprano, la sepsis neonatal por
GBS continta produciendo una tasa de mortalidad de 15 a 20%. Ademas, los sobrevivientes de la meningitis de GBS tienen
de 30 a 50% de incidencia de secuelas neurolégicas a largo plazo. El reconocimiento cada vez mayor en las Ultimas dos
décadas de GBS como un patégeno importante para los bebés humanos ha generado un interés renovado en la definicién
de los factores y huéspedes bacterianos importantes en la virulencia de GBS y en la respuesta inmune a la infeccién por
GBS.

Se ha centrado particular atencién en el polisacarido capsular como el antigeno de superficie predominante de los
organismos. En una modificacion del sistema desarrollado originalmente por Rebecca Lancefield, las cepas de GBS se
serotipifican sobre la base de diferencias de los antigenos en sus polisacaridos capsulares y la presencia o ausencia de
proteinas C serolégicamente definidas. Mientras los GBS aislados a partir de fuentes no humanas frecuentemente carecen
de una capsula seroldgicamente detectable, una gran mayoria de las cepas asociadas con la infeccion neonatal pertenecen
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a uno de los cuatro principales serotipos capsulares, 1a, 1b, Il o Ill. El polisacérido capsular forma la capa mas externa
alrededor del exterior de la célula bacteriana, superficial a la pared celular. La cdpsula es distinta del carbohidrato del grupo
B asociado a la pared celular. Se ha sugerido que la presencia de &cido siélico en la capsula de la bacteria que causa
meningitis es importante para esta bacteria atravesar la barrera sangre-cerebro. Claramente, en S. agalactiae el acido
sidlico ha demostrado ser crucial para la funcion de la virulencia de la capsula de tipo Ill. La capsula de serotipo S. suis se
compone de glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, ramnosa y acido sidlico.

El polisacérido del grupo B, en contraste con la cdpsula tipo-especifica, esta presente en todas las cepas de GBS y es la
base para los serogrupos de los organismos en el grupo B de Lancefield. Los primeros estudios de Lancefield y
colaboradores mostraron que los anticuerpos se elevaron en los conejos contra los organismos GBS completos protegieron
a los ratones contra el desafio con cepas de tipo capsular homologo, demostrando el papel central del polisacérido capsular
como un antigeno protector. Los estudios en la década de 1970 por Baker y Kasper demostraron que la sangre del cordén
de los lactantes humanos con sepsis por GBS de tipo Il uniformemente tuvieron niveles bajos o0 no detectables de
anticuerpos dirigidos contra la capsula de tipo lll, sugiriendo que una deficiencia del anticuerpo anticapsular fue un factor
clave en la susceptibilidad de los nifios recién nacidos a la enfermedad por GBS.

Las infecciones por el grupo C de Lancefield, tales como aquellas con S. equi, S. zooepidemicus, S. dysgalactiae, y otros se
ven principalmente en caballos, ganado y cerdos, pero también pueden cruzar la barrera de especies a los humanos. Las
infecciones por el grupo C de Lancefield (S. bovis) se encuentran en los mamiferos y algunas aves, resultando algunas
veces en endocarditis o septicemia.

Los grupos E, G, L, P, Uy V de Lancefield (S. porcinus, S, canis, S. dysgalactiae) se encuentran en varios huéspedes, y
causan infecciones neonatales, infecciones nasofaringeas o mastitis.

Dentro de los grupos de Lancefield R, Sy T, (y con tipos no agrupados) S. suis se encuentra, una causa importante de
meningitis, septicemia, artritis y muerte sibita en cerdos jévenes. Incidentalmente, también puede causar meningitis en el
hombre.

El Streptococcus suis es una causa importante de meningitis, septicemia, artritis y muerte subita en cerdos jévenes (4, 46).
Incidentalmente, también puede causar meningitis en el hombre (1). Las cepas de S.suis generalmente se identifican y
clasifican por sus caracteristicas morfol6gicas, bioquimicas y seroldgicas (58, 59, 46). La clasificacion seroldgica se basa en
la presencia de polisacéaridos antigénicos especificos. Hasta ahora, se han descrito 35 serotipos diferentes (9, 56, 14). En
varios paises europeos el serotipo 2 de S. suis es el tipo mas frecuente aislado de cerdos enfermos, seguido por los
serotipos 9 y 1. La tipificacién seroldgica de S. suis se lleva a cabo usando diferentes tipos de pruebas de aglutinacion. En
estas pruebas, las células de S. suis aisladas y caracterizadas bioquimicamente se aglutinan con un panel de 35 sueros
especificos. Estos métodos son muy laboriosos y consumen mucho tiempo.

Poco se sabe acerca de la patogénesis de la enfermedad causada por S.suis, y mucho menos sobre sus varios serotipos
tales como el tipo 2. Se han sugerido varios componentes bacterianos, tales como proteinas asociadas con la membrana
celular y extracelular, fimbrias, hemaglutininas y hemolisina como factores de virulencia (9, 10, 11, 15, 16, 47, 49). Sin
embargo, el papel exacto de estos componentes proteicos en la patogénesis de la enfermedad sigue siendo poco claro (37).
Es bien conocido que la capsula de polisacarido de varios estreptococos y otras bacterias gram-positivas juega un papel
importante en la patogénesis (3, 6, 35, 51, 52). La capsula permite que estos microorganismos resistan la fagocitosis y por lo
tanto se considera como un factor de virulencia importante. Recientemente, se sugiri6 ademas un papel de la capsula de S.
suis en la patogénesis (5). Sin embargo, la estructura, organizaciéon y funcionamiento de los genes responsables de la
sintesis de polisacéaridos de la capsula (cps) en S. suis se desconoce. Dentro de las cepas de S. suis los serotipos 1y 2
pueden diferir en virulencia para cerdos (41, 45, 49). Algunas cepas de tipo 1 y 2 son virulentas, otras cepas no lo son.
Debido a que tanto las cepas virulentas como las no virulentas del serotipo 1 y 2 se encapsulan completamente, incluso
puede ser que la capsula no es un factor pertinente necesario para la virulencia.

Los intentos por controlar las infecciones o enfermedad de S. suis aun se dificultan por la falta de conocimiento acerca de la
epidemiologia de la enfermedad y la falta de vacunas eficaces y pruebas diagnésticas sensibles. Es bien conocido y
generalmente aceptado que la capsula polisacarida de varios estreptococos y otras bacterias gram-positivas juegan un
papel importante en la patogénesis. La capsula permite a estos microorganismos resistir a la fagocitosis y por lo tanto se
considera como un importante factor de virulencia.
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En comparacion con las cepas S. suis encapsuladas las cepas de S. suis no encapsuladas se fagocitan por los leucocitos
polimorfonucleares murinos a un mayor grado. Ademas, se observé un aumento en el espesor de la cdpsula para as cepas
virulentas crecidas in vivo mientras que no se observé aumento de cepas avirulentas. Por lo tanto, estos datos demuestran
una vez mas el papel de la capsula en la patogénesis de S. suis también.

Las especies de Streptococcus, no agrupadas tales como S. mutans, causan caries en los humanos, S, uberis, causa
mastitis en el ganado, y S. pneumonia, causa infecciones graves en los seres humanos, y Enterococcus faecilalis y E.
faecium, contribuyen adicionalmente al gran grupo de los estreptococos.

Streptococcus pneumoniae (el pneumococo) es un patégeno humano que causa enfermedades invasivas, como la
neumonia, bacteriemia y meningitis. A pesar de la disponibilidad de antibitticos, las infecciones neumocécicas siguen
siendo comunes y aun pueden ser fatales, especialmente en los grupos de alto riesgo, tales como los nifios pequefios y las
personas de edad avanzada. Particularmente en los paises en desarrollo, muchos nifios menores de cinco afios, mueren
cada afio de neumonia neumocdcica. S. pneumoniae es también la causa principal de otitis media y sinusitis. Estas
infecciones son menos graves, pero sin embargo incurren en costos médicos importantes, especialmente cuando conducen
a complicaciones, tales como la sordera permanente. El nicho ecolégico normal del neumococo es la nasofaringe del
hombre. Toda la poblacién humana se coloniza por neumococo en un momento u otro, y en un momento dado, hasta el 60%
de los individuos pueden ser portadores. El portador nasofaringeo de neumococo por el hombre es frecuentemente
acompafiado por el desarrollo de proteccion a la infeccion por el mismo serotipo. La mayoria de las infecciones no ocurren
después de su transporte prolongado, pero sigue la adquisicion de cepas recientemente adquiridas. Muchas bacterias
contienen polisacaridos de superficie que actian como una capa protectora contra el medio ambiente. Los polisacéaridos de
superficie de bacterias patogénicas generalmente hacen las bacterias resistentes a los mecanismos de defensa del
huésped, por ejemplo, la accién litica de suero o fagocitosis. En este sentido, el polisacarido capsular (CP) serotipo-
especifico de Streptococcus pneumoniae, es un importante factor de virulencia. La cepas no encapsuladas son avirulenta, y
los anticuerpos dirigidos contra el CP son protectores. La proteccion es especifica al serotipo; cada serotipo tiene su propia
estructura CP especifica. Noventa serotipos capsulares diferentes se han identificado. Actualmente, CPs de 23 serotipos se
incluyen en la vacuna.

Las vacunas dirigidas contra las infecciones de Streptococcus generalmente son objetivo en la utilizacion de una respuesta
inmune dirigida contra la capsula de polisacarido de las diversas especies de Streptococcus , especialmente ya que la
capsula se considera un factor principal de virulencia para estas bacterias. La capsula, durante la infeccién, proporciona
resistencia a la fagocitosis y por lo tanto promueve el escape de las bacterias del sistema inmune del huésped, protegiendo
las bacterias de la eliminacién por los macréfagos y neutrdfilos.

La capsula particularmente confiere la resistencia de la bacteria a la opsonofagocitosis mediada por el complemento.
Adicionalmente, algunas bacterias expresan polisacaridos capsulares (CPs) que imitan las moléculas del huésped, evitando
asi el sistema inmune del huésped. Ademas, incluso cuando las bacterias se han fagocitado, la destruccion intracelular se
dificulta por la presencia de una cépsula.

Se piensa generalmente que soOlo cuando el huésped tiene anticuerpos u otros factores séricos dirigidos contra los
antigenos de la cépsula, la bacteria conseguira ser reconocida por el sistema inmune a través de los anticuerpos
anticapsulares o factores del suero unidos a su capsula, y a través de la opsonizacién, conseguiran fagocitarse y destruirse.

Sin embargo, estos anticuerpos son serotipo-especifico, y frecuentemente conferiran sélo proteccion contra sélo uno de los
muchos serotipos conocidos dentro de un grupo de Estreptococos.

Por ejemplo, las vacunas actuales de S. suis disponibles en el comercio que son, generalmente, basadas en las
preparaciones de células-bacterianas completas o en fracciones enriquecidas de capsula de S. suis, confieren soélo
proteccion limitada contra las cepas heter6logas. Ademas, la actual vacuna neumocécica, licenciada en los Estados Unidos
en 1983, consiste de CPs purificados de 23 serotipos neumocdcicos mientras que existen al menos 90 tipos de CP.

La composicion de esta vacuna neumocadcica se basa en la frecuencia de aparicion de los aislados de la enfermedad en
Estados Unidos y la reactividad cruzada entre varios serotipos. Aunque esta vacuna protege a los adultos sanos contra las
infecciones causadas por los serotipos incluidos en la vacuna, no logra elevar una respuesta inmune protectora en los bebés
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menores de 18 meses y es menos eficaz en las personas de edad avanzada. Ademas, la vacuna confiere sélo proteccién
limitada en pacientes con inmunodeficiencias y malignidades hematoldgicas.

A la luz de lo anterior, se necesitan vacunas mejoradas contra infecciones por Streptococcus. Se esta prestando mucha
atencion a la produccion de vacunas con CP mediante la produccion de los polisacéaridos pertinentes a través de medios
quimicos o recombinantes. Sin embargo, la sintesis quimica de los polisacéridos es costosa, y la sintesis del polisacarido
capsular por medios recombinantes requiere conocimiento acerca de los genes pertinentes, que no siempre estan
disponibles y necesitan que se determinen para cada serotipo pertinente.

La descripcion proporciona un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un agregado génico capsular (cps) de
Streptococcus suis. La biosintesis de los polisacaridos de la capsula, generalmente, se ha estudiado en un nimero de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (32). En las bacterias Gram-negativas, pero ademas en un numero de bacterias
gram-positivas, los genes que estan implicados en la biosintesis de polisacéridos se agrupan en un solo locus. Los genes
capsulares de Streptococcus suis como se proporcionan por la descripcidbn muestran una organizacion genética comun que
implica tres regiones distintas. La region central es serotipo especifico y codifica las enzimas responsables de la sintesis y
polimerizacion de los polisacaridos. Esta region se flanquea por dos regiones conservadas en Streptococcus suis que
codifican proteinas para las funciones comunes, tales como el transporte del polisacarido a través de la membrana celular.
Sin embargo, entre las especies, s6lo existen homologias bajas, dificultando la comparacion facil y deteccion de genes
aparentemente similares. Conocer el acido nucleico que codifica las regiones flanqueantes permite la determinacion tipo-
especifica del acido nucleico de la region central de los serotipos de Streptococcus suis, como por ejemplo se describe en la
parte experimental de la descripcion de la exposicion.

La descripcion proporciona un acido nucleico aislado o recombinante que codifica una agregado génico capsular de
Streptococcus suis 0 un gen o fragmento de gen derivado de este. Un &cido nucleico de este tipo es por ejemplo
proporcionado por la hibridacion del ADN cromosomico derivado de cualquiera de los serotipos de Streptococcus suis con
un acido nucleico que codifica un gen derivado de un agregado génico capsular de serotipo 1, 2 0 9 de Streptococcus suis
como se proporciona por la descripcion (ver por ejemplo las Tablas 4 y 5) y la clonacion de los genes (tipo-especificos)
como por ejemplo se describe en la parte experimental de la descripcion. Al menos se identifican 14 marcos de lectura
abiertos. La mayoria de los genes pertenecen a una sola unidad de transcripcién, identificando un control coordinado de
estos genes, y las enzimas y proteinas que codifican, actlan en colaboraciéon para proporcionar la capsula con los
polisacéridos pertinentes. La descripcidn proporciona genes cps y proteinas codificadas de estos implicadas en la regulacién
(CpsA), determinacién de la longitud de la cadena (CpsB, C), exportacion (CpsC) y la biosintesis (CpsE, F, G, H, J, K).
Aungue la organizacion total parecio a primera vista ser similar a la de los agregados génicos de cps yeps de una serie de
bacterias Gram-positivas (19, 32, 42), las homologias generales son bajas (ver la Tabla 3). La region implicada en la
biosintesis se localiza en el centro del agregado génico y se flanquea por dos regiones que contienen genes con funciones
mas comunes.

La descripcién proporciona un acido nucleico aislado o recombinante que codifica una agregado génico capsular del
serotipo 2 de Streptococcus suis 0 un gen o fragmento de gen derivado de este, preferentemente como se identifica en la
Figura 3. Los genes en este agregado génico se implican en la biosintesis de polisacéaridos de los componentes y antigenos
capsulares. Para una descripcion adicional de tales genes ver por ejemplo la Tabla 2 de la descripcion, por ejemplo, un gen
cpsA se proporciona funcionalmente codificando la regulacion de la sintesis de polisacaridos capsulares, mientras que cpsB
y la cpsC se implican funcionalmente en la determinacion de la longitud de la cadena. Otros genes, tales como cpsD, E, F,
G, H, I, J, Ky genes relacionados, se implican en la sintesis de polisacaridos, que funcionan por ejemplo como glucosilo- o
glicosiltransferasa. Los genes cpsF, G, H, |, J codifican mas proteinas tipo-especifica que los genes flanqueantes que se
encuentran mas o menos conservados a través de las especies y pueden servir como base para la seleccion de iniciadores
0 sondas en experimentos de amplificacion por PCR o hibridacién cruzada para su posterior clonacion.

Por ejemplo, la descripcion proporciona ademas un &cido nucleico aislado o recombinante que codifica un agregado génico
capsular de serotipo 1 de Streptococcus suis 0 un gen o fragmento de gen derivado de este preferentemente como se
identifica en la Figura 4.

Adicionalmente, la descripcién proporciona un acido nucleico aislado o recombinante que codifica un agregado génico
capsular de serotipo 9 de Streptococcus suis 0 un gen o fragmento de gen derivado de este preferentemente como se
identifica en la Figura 5.
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Ademas, la descripcién proporciona, por ejemplo, un fragmento o sus partes del locus cps, implicado en la biosintesis de
polisacéridos capsulares, de S. suis, ejemplificado en la parte experimental para el serotipo 1, 2 6 9, y permite la facil
identificacion o deteccién de fragmentos relacionados derivados de otro serotipo de S. suis.

La descripcion proporciona una sonda o iniciador de &cido nucleico derivado de un &cido nucleico de acuerdo con la
descripciéon permitiendo la deteccion especifica a especie o serotipo de Streptococcus suis. Una sonda o iniciador de ese
tipo (en la presente descripcion se usa indistintamente) es por ejemplo una sonda de ADN, ARN o PNA (&cido nucleico
peptidico) que hibrida con el &cido nucleico capsular como se proporciona por la descripcion La deteccion especifica de la
especie se proporciona preferentemente seleccionando una sonda o secuencia de iniciador a partir de una regién especie-
especifica (por ejemplo, regidon flanqueante), mientras que la deteccion especifica de serotipo se proporciona
preferentemente seleccionando una sonda o secuencia de iniciador de una region tipo-especifica (por ejemplo, regién
central) de un agregado génico capsular como se proporciona por la descripcion. Una sonda o iniciador de ese tipo puede
usarse en una forma sin modificar ademas, por ejemplo, en experimentos de hibridacién cruzada o la reaccion de la
polimerasa en cadena (PCR) como por ejemplo se describe en la parte experimental de la descripcion. En la presente la
descripcién proporciona el aislamiento y caracterizacion molecular de genes adicionales cps tipo especifico de S. suis tipos
1y 9. Adicionalmente, se describe la diversidad genética de loci cps de los serotipos 1, 2 y 9, entre los 35 serotipos de S.
suis conocidos todavia. Las sondas tipo-especifica se identifican. Ademas, una PCR tipo-especifica, por ejemplo, se
proporciona para el serotipo 9, siendo un ensayo rapido, fiable y sensible, que se usa directamente en exudados nasal o
tonsilar u otras muestras de animales infectados o portadores.

La descripcion proporciona ademas una sonda o iniciador de acuerdo con la descripcion adicional proporcionada con al
menos una molécula reportera. Ejemplos de moléculas reporteras son miltiples y conocidas en la técnica, por ejemplo una
molécula reportera puede comprender acido nucleico adicional proporcionado con una secuencia especifica (por ejemplo,
oligo-dT) que hibrida con una secuencia correspondiente a la que la hibridacién se puede detectar facilmente, por ejemplo,
porque se ha inmovilizado en un soporte sélido.

Sin embargo, otras moléculas reporteras comprenden croméforos, por ejemplo, fluorocromos para la deteccion visual, por
ejemplo por microscopia de luz o técnicas de hibridacion fluorescente in situ (FISH), o comprenden una enzima tal como
peroxidasa de rdbano picante para la deteccion enzimética, por ejemplo, en ensayos ligados a enzimas (EIA). Sin embargo,
otras moléculas reporteras comprenden compuestos radiactivos para la deteccidon en ensayos basados en radiacion.

En un aspecto preferido de la descripcion, al menos una sonda o iniciador se proporciona de acuerdo con la descripcion
(marcado) con una molécula reportera y una molécula de desactivacion, proporcionando junto con la sonda o iniciador no
marcado una prueba basada en PCR que permite la deteccion rapida de la hibridacién especifica.

La descripcion proporciona ademas una prueba de diagndstico o kit de prueba que comprende una sonda o iniciador como
se proporciona por la descripcion. Una prueba o kit de prueba de ese tipo, por ejemplo, una prueba de hibridacion cruzada o
prueba basada en PCR, se usa favorablemente en la deteccion rapida y/o la serotipificacion de Streptococcus suis. La
descripcién proporciona ademas una proteina o fragmento de esta codificada por un &cido nucleico de acuerdo con la
descripcién. Ejemplos de una proteina o fragmento de este tipo son por ejemplo las proteinas descritas por ejemplo, en la
Tabla 2 de la descripcion, por ejemplo una proteina cpsA se proporciona funcionalmente codificando la regulaciéon de la
sintesis de polisacarido capsular, mientras que cpsB y cpsC se implican funcionalmente en la determinacién de la longitud
de la cadena. Otras proteinas o fragmentos funcionales de estos como se proporciona por la descripcion, tales como cpsD,
E, F, G, H, |, J, Ky proteinas relacionadas, se implican en la biosintesis de polisacaridos, funcionando por ejemplo como
glucosil- o glicosiltransferasa en la biosintesis de polisacaridos del antigeno capsular de Streptococcus suis.

La descripcion proporciona ademas un método para producir un antigeno capsular de Streptococcus suis que comprende
usar una proteina o fragmento funcional de este como se proporciona por la invencién descrita, y proporciona con ello un
antigeno capsular de Streptococcus suis obtenible por un método de ese tipo. Una comparaciéon de las secuencias de
aminodcidos previstas de los genes cps2 con secuencias encontradas en las bases de datos permitié la asignacion de
funciones a los marcos de lectura abiertos. La region central contiene las glicosiltransferasas tipo especificas y la polimerasa
de polisacérido putativa. Esta region se flanquea por dos regiones que codifican para las proteinas con funciones comunes,
tales como la regulacion y transporte de polisacéarido través de la membrana.
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La biosintesis del antigeno polisacérido capsular de Streptococcus usando una proteina o fragmento funcional de esta se
usa favorablemente en la sintesis quimio-enzimética y el desarrollo de vacunas que ofrecen proteccion contra la enfermedad
estreptocdcica serotipo-especifica, y se usa favorablemente ademas en la sintesis y el desarrollo de las vacunas
multivalentes contra las infecciones estreptoc6cicas. Tales vacunas inducen anticuerpos anticapsular que confieren
proteccion.

El documento de Quessy S y otros (1994) Can. J. Vet. Res., vol.58, pp.299-301 y el documento de Busque P y otros (1997)
Can. J. Vet. Res., vol.61, pp.275-279 describe inmunizacién de resp ratones. de cerdos contra la infeccion por S. suis
serotipo 2, usando la cepa de S.suis #1330 viva avirulenta serotipo 2. Dicha cepa # 1330 es una cepa avirulenta
caracterizada por un defecto en el espesor de polisacarido capsular cuando se crece in vivo.

Resumen de la invencién

La invencion en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

La invencién proporciona un mutante sin capsula de Streptococcus suis que tiene una mutacion en el agregado génico del
polisacéarido capsular (CPS) para el uso en una vacuna, y una vacuna que comprende dicho mutante s. suis sin capsula.
Sorprendentemente, y en contra del grano de la doctrina comun, la invencion proporciona el uso de dicho mutante de
Streptococcus suis sin capsula deficiente en la expresion capsular y que tiene una mutacién en el agregado génico del
polisacéarido capsular (CPS) en la preparacién de una vacuna.

Los mutantes de Streptococcus sin cdpsula se conocen desde mucho tiempo en la técnica y se pueden encontrar en la
naturaleza. Griffith (J. Hyg. 27:113-159, 1928) demostré que los neumococos se puede transformar de un tipo a otro. Si se
inyecta neumococos tipo 2 (sin cdpsula o sin encapsular) vivo rugoso en los ratones, los ratones podrian sobrevivir.
Cuando, sin embargo, se inyecta la misma dosis de tipo 2 viva rugosa mezclada con la de tipo 1 lisa destruida por calor
(encapsulada) en un ratén, el raton podria morir, y de la sangre se puede aislar neumococos vivo liso tipo 1. En ese
momento, la importancia de este principio transformador no se entendid. Sin embargo, el entendimiento se produjo cuando
se demostrd que el ADN constituye el material genético responsable de los cambios fenotipicos durante la transformacion.

Los mutantes de Streptococcus deficientes en la expresion capsular se encuentran en varias formas. Algunos son
totalmente deficientes y no tienen ninguna capsula en absoluto, otros forman una capsula deficiente, caracterizada por una
mutaciéon en un agregado génico capsular. La deficiencia por ejemplo, puede incluir la formacién capsular en donde la
organizacion del material capsular se ha reorganizado, como por ejemplo demostrable por microscopia electrénica. Sin
embargo, otros tienen una capsula casi completamente desarrollada que sélo es deficiente en un componente particular de
azulcar.

Ahora, después de mucho avance de la biotecnologia y, a pesar del hecho de que todavia se sabe poco sobre la
localizacion exacta y la secuencia de los genes implicados en la sintesis capsular en Estreptococos, es posible crear
mutantes de estreptococos, por ejemplo, mediante recombinacion homdéloga o mutagénesis de transposones, que por
ejemplo, ha sido hecho por GAS (Wessels y otros, PNAS 88:8317-8321, 1991), para GBS (Wesels y otros, PNAS 86: 8983-
8987, 1989), para S. suis (Smith, ID-DLO Annual report 1996, pagina 18-19; Charland y otros, Microbiol. 144:325-332, 1998)
y para S. pneumonia (Kolkman y otros, J. Bact. 178:3736-3741, 1996). Tales mutantes recombinantes derivados, o mutantes
isogénicos, se pueden comparar facilmente con las cepas silvestres de la que se han derivado.

En una modalidad preferida, la invencién proporciona el uso de un mutante de Streptococcus suis sin capsula derivado
recombinante que tiene una mutacién en el agregado génico del polisacarido capsular (CPS) y deficiente en la expresion
capsular en la preparacion de una vacuna. Las técnicas recombinantes Utiles en la produccion de tales mutantes son, por
ejemplo recombinacion homoéloga, mutagénesis de transposones, y otras, de manera que las deleciones, inserciones o
mutaciones (puntuales) se introducen en el genoma. Las ventajas del uso de técnicas recombinantes son la estabilidad de
los mutantes obtenidos (especialmente con las técnicas de recombinacibn homoéloga y cruzamiento doble), y el
conocimiento acerca del sitio exacto de la delecién, mutacién o insercién.

En una modalidad mucho mas preferida, la invencion proporciona un mutante sin capsula estable deficiente en la expresion
capsular y que tiene una mutacion en el agregado génico del polisacarido capsular (CPS) obtenible por ejemplo a través de
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recombinacién homdloga o cruzamiento en los eventos de integracion. Ejemplos de un mutante de ese tipo se puede
encontrar en la parte experimental de esta descripcion, por ejemplo el mutante 10cpsB o 10cpsEF es un mutante estable de
ese tipo como se proporciona por la invencion.

La invencion proporciona ademas un mutante de Streptococcus suis sin capsula que tiene una mutacién en el agregado
génico del polisacarido capsular (CPS) como una cepa de vacuna y una vacuna que comprende dicho mutante de
Streptococcus. Generalmente, dicha cepa o vacuna es aplicable dentro de toda la variedad de infecciones estreptocdcicas,
ya sea para aquellas con animales o el hombre o con infecciones zoondéticas. Por supuesto, es posible ahora seleccionar
primero una cepa de vacuna comun y derivar un mutante de Streptococcus deficiente en la expresion capsular de este para
la seleccion de una cepa de vacuna y el uso en la preparacion de una vacuna de acuerdo con la invencion.

Con la presente la invencién se proporcionan vacunas para usar con Streptococci suis notoriamente heterélogos, de los que
existe una multitud de serotipos. Con una vacuna como se proporciona por la invencién que se deriva de un mutante
especifico de Streptococcus suis que es deficiente en la expresion capsular, las dificultades relativas a la falta de proteccién
heterdloga pueden eludirse ya que estos mutantes no se basan en antigenos capsulares per se para inducir proteccion.

En una modalidad preferida, dicha cepa de vacuna se selecciona por su capacidad para sobrevivir o incluso replicar en una
célula inmunocompetente o células huésped y por lo tanto puede persistir por un periodo determinado, que varia entre 1-2
dias a méas de una o dos semanas, en un huésped, a pesar de su caracter deficiente.

Aunque un huésped inmunodeficiente soportara la replicacién de una amplia variedad de bacterias que son deficientes en
uno o mas factores de virulencia, generalmente se considera una caracteristica de la patogenicidad de estreptococos que
pueden sobrevivir durante ciertos periodos o replicar en un huésped normal o células huésped tales como macréfagos. Por
ejemplo, Wiliams and Blakemore (Neuropath. Appl. Neurobiol.: 16, 345-356, 1990; Neuropath. Appl. Neurobiol.: 16, 377-392,
1990; J. Infect. Dis.: 162, 474-481, 1990) muestran que tanto las células polimorfonucleares y las células de macréfagos son
capaces de fagocitar S. suis patogénicos en cerdos que carecen de anticuerpos anti-S. suis, solo la bacteria patogénica
puede sobrevivir y multiplicarse dentro de los macrofagos en el cerdo.

En una modalidad preferida, la invencién, sin embargo, proporciona una cepa vacunal o mutante deficiente o avirulenta
como de especifica en la reivindicaciones, que es capaz de sobrevivir al menos 4-5 dias, de preferencia al menos 8-10 dias
en dicho huésped, y de ese modo permitir el desarrollo de una respuesta inmune a la infeccidn por Streptococcus posterior,

Debido a su caréacter persistente, pero avirulento, un mutante o cepa de vacuna de Streptococcus como se proporciona por
la invencidén y especifica en las reivindicaciones es muy adecuado para generar respuestas inmunes especificas y/o de larga
duracion contra antigenos estreptocécicos, ademas porque posibles respuestas inmunes especificas del huésped dirigidas
contra una capsula son relativamente irrelevantes porque una cepa de vacuna como se proporciona por la invencion y
especifica en las reivindicaciones generalmente no se reconoce por dichos anticuerpos.

Adicionalmente, la invencion proporciona una cepa de vacuna de Streptococcus como se especifica en las reivindicaciones,
cuya cepa comprende un mutante capaz de expresar un factor de virulencia o determinante antigénico de Streptococcus.

En una modalidad preferida, dicho factor de virulencia o determinante antigénico se selecciona de un grupo de componentes
celulares, tales como la proteina liberada por muramidasa (MRP) factor extracelular (EF) y proteinas asociadas a la
membrana de la célula, proteina de choque térmico de 60 kDA, proteina A de superficie neumocécica (Psp A), neumolisina,
proteina C, proteina M, fimbrias, hemaglutininas y hemolisina o0 componentes funcionalmente relacionado a él.

En una modalidad mucho mas preferida, la invencion proporciona una cepa de vacuna de Streptococcus como se especifica
en las reivindicaciones, cuya cepa comprende un mutante capaz de sobre-expresar dicho factor de virulencia. De esta
manera, la invencion proporciona una cepa de vacuna para la incorporacion en una vacuna que especificamente causa un
huésped para proporcionar una respuesta inmune dirigida contra determinantes de virulencia antigénicamente importantes
(listados anteriormente), proporcionando de ese modo una proteccion especifica dirigida contra dichos determinantes. La
sobreexpresién por ejemplo se puede lograr por la clonacién del gen implicado detras de un promotor fuerte, que se
expresa, por ejemplo constitucionalmente en un sistema multicopia, ya sea en un plasmido o mediante la integracién en un
genoma.
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En aln otra modalidad, la invencién proporciona una cepa de vacuna de Streptococcus como se especifica en las
reivindicaciones, que comprende un mutante capaz de expresar una proteina no de Streptococcus. Un vector-cepa de
vacuna de Streptococcus de ese tipo permite, cuando se usa en una vacuna, la proteccion contra otros patdgenos de
Streptococcus

Debido a su caracter persistente, pero avirulento, una cepa de vacuna o mutante de Streptococcus como se proporciona por
la invencion es muy adecuada para generar una respuesta inmunitaria especifica y de larga duracién, no sélo contra los
antigenos estreptococicos, sino también contra otros antigenos cuando éstos se expresan por dicha cepa. Especialmente
los antigenos derivados de otro patégeno se expresan ahora sin los efectos perjudiciales de dicho antigeno o patégeno que
de cualquier otra forma habrian perjudicado el huésped

Un ejemplo de un vector de ese tipo es una cepa de vacuna o mutante de Streptococcus como se especifica en las
reivindicaciones en donde dicho antigeno se deriva de un patégeno, tales como Actinobacillus pleuropneumonia,
Mycoplasmatae, Bordetella, Pasteurella, E. coli, Salmonella, Campylobacter, Serpulina y otros.

La invencion proporciona ademas una vacuna que comprende una cepa de vacuna o mutante de Streptococcus como se
especifica en las reivindicaciones y que comprende ademas un portador o adyuvante farmacéuticamente aceptable. Los
portadores o adyuvantes son bien conocidos en la técnica, ejemplos son solucién salina regulada con fosfato, soluciones
salinas fisioldgicas, emulsiones de aceite en agua (doble), hidréxido de aluminio, Specol, bloqueadores o co-polimeros, y
otros.

Una vacuna como se especifica en las reivindicaciones puede comprender una cepa de vacuna ya sea en una forma muerta
o viva. Por ejemplo, una vacuna muerta que comprende una cepa que tiene (sobre) expresa un antigeno estreptococico o
heterélogo o de factor de virulencia es muy adecuado para provocar una respuesta inmune. En una modalidad preferida, la
invencion proporciona una vacuna como se especifica en las reivindicaciones en donde dicha cepa esta viva, debido a su
caracter persistente, pero avirulento. Una cepa de la vacuna de Streptococcus que se especifica en las reivindicaciones es
muy adecuada para generar respuestas inmunes especificas y de larga duracion.

Ahora que una vacuna estreptocdcica como se especifica en las reivindicaciones se proporciona por la invencion, la
invencién proporciona ademas un método como se especifica ademas en las reivindicaciones para controlar o erradicar una
enfermedad estreptocdcica.

En una modalidad preferida, se proporciona un método para controlar o erradicar una enfermedad estreptocécica causada
por Streptococcus suis que comprende probar una muestra, tal como una muestra de sangre, o exudado nasal o garganta,
heces, orina, u otras muestras, tales como puede ser muestreada a o después del sacrificio, recogida de al menos un sujeto,
tal como un bebé o un cerdo, en una poblacién vacunada con una vacuna que se especifica en las reivindicaciones para la
presencia de cepas de Streptococcus suis encapsulados. Ya que una cepa de vacuna o mutante de acuerdo con la
invencién no es patogénica, y puede distinguirse de las cepas silvestres mediante la expresion capsular, la deteccién de
cepas estreptocécicas encapsuladas (completamente) indica que las infecciones silvestre todavia estan presentes. Tales
sujetos infectados con el silvestre pueden aislarse del resto de la poblacién hasta que la infeccion ha desaparecido. Con los
animales domésticos, tales como los cerdos, es aun posible eliminar en su conjunto seleccionando al sujeto infectado de la
poblacion. La deteccion de cepas silvestres se puede lograr a través de técnicas de cultivo tradicionales, o por técnicas de
deteccion rapida, tales como la deteccion por PCR.

En adn otra modalidad, la invencidon proporciona un método para controlar o erradicar una enfermedad estreptocdécica
causada por Streptococcus suis que comprende probar una muestra recogida de al menos un sujeto en una poblacién
vacunada con una vacuna como se especifica en las reivindicaciones para la presencia de anticuerpos especificos a la
capsula dirigidos contra las cepas de Streptococcus suis. Los anticuerpos especificos a la capsula se pueden detectar con
técnicas clasicas conocidas en la técnica, tales como las usadas para tipificar o serotipificar el grupo de Lancefield.

Una modalidad mucho mas preferida de un método proporcionado por la invencién para controlar o erradicar una
enfermedad estreptocécica causada por Streptococcus suis en una poblacién vacunada con una vacuna como se especifica
en las reivindicaciones que comprende probar una muestra recogida de al menos un sujeto en dicha poblacion para la
presencia de las cepas de Streptococcus suis encapsuladas y/o para la presencia de anticuerpos especificos a la capsula
dirigidos contra cepas de Streptococcus suis.
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Se describe ademas un ensayo de diagndéstico para probar una muestra para el uso en un método de acuerdo con la
invencién que comprende al menos un medio para la deteccion de cepas estreptocOcicas encapsuladas y/o para la
deteccion de anticuerpos especificos a la capsula dirigidos contra cepas estreptococicas.

La descripcion proporciona ademas una vacuna que comprende un antigeno de acuerdo con la invencién y que comprende
ademas un portador o adyuvante adecuado. La inmunogenicidad de un antigeno capsular por ejemplo, se aumenta por el
enlace a un portador (tal como una proteina portadora), permitiendo el reclutamiento de células T de ayuda al desarrollar
una respuesta inmune.

La descripcion proporciona ademas un microorganismo recombinante proporcionado con al menos una parte de un
agregado génico capsular derivado de Streptococcus suis. La descripcion proporciona, por ejemplo, una bacteria de acido
lactico proporcionada con al menos una parte de un agregado génico capsular derivado de Streptococcus suis. Varias
bacterias del &cido lactico de calidad alimentaria (Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus y Streptococcus
gordonii Plantarium) se han usado como sistemas de suministro para la inmunizacién de la mucosa. Se ha demostrado
ahora que la administracion oral (0 mucosa) de L. lactis recombinante, Lactobacillus, y Streptococcus gordonii puede
provocar respuestas locales de anticuerpo IgA y/o 1gG para un antigeno expresado. Es deseable el uso de rutas orales para
la inmunizacién contra las enfermedades infecciosas porque las vacunas orales son mas faciles de administrar, tienen
mayores tasas de cumplimiento, y porque las superficies de las mucosas son las puertas de entrada para muchos agentes
microbianos patogénicos. Esta dentro de la experiencia del artesano proporcionar dichos microorganismos con genes
(adicionales).

La descripcion proporciona ademas un mutante de Streptococcus suis recombinante proporcionado con un agregado
génico capsular modificado. Esta dentro de la experiencia del artesano intercambiar genes dentro de una especie. En un
aspecto preferido, un mutante de Streptococcus suis avirulento se selecciona para ser proporcionado con al menos una
parte de un agregado génico capsular modificado de acuerdo con la descripcion.

La descripcion proporciona ademas una vacuna que comprende un microorganismo o un mutante proporcionado por la
descripcién. Una ventaja de una vacuna de ese tipo sobre las vacunas usadas actualmente es que comprenden
microorganismos definidos exactamente y antigenos bien caracterizados, lo que permite la determinacién exacta de
respuestas inmunoldgicas contra varios antigenos de eleccion. La invencion se explica ademas en la parte experimental de
esta descripcion sin limitar la invencion a ella.

Parte experimental
Materiales y Métodos
Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este estudio se enumeran en la Tabla 1. Las cepas S. suis se cultivaron en
caldo Todd-Hewitt (codigo CM189, Oxoid), y sembraron en base de agar sangre Columbia (cédigo CM331, Oxoid) que
contiene 6% (v/v) de sangre de caballo. Las cepas E. coli se cultivaron en caldo Luria (28) y sembraron en caldo Luria que
contiene 1.5% (p/v) de agar. Cuando se necesitd, se afiadieron a las placas los antibidticos a las siguientes
concentraciones: espectinomicina: 100 ug/ml para S. suis y 50 ug/ml para E. coli y ampicilina, 50 ug/ml.

Serotipificacién. Las cepas de S.suis se serotipificaron por la prueba de aglutinacion en lamina con anticuerpos serotipo-
especificos (44).

Técnicas de ADN. Las manipulaciones de ADN de rutina se realizaron como se describe por Sambrook y otros (36).

Actividad de fosfatasa alcalina. Para tamizar las fusiones de PhoA en E.coli, se construyeron bibliotecas de plasmido. Por
lo tanto, el ADN cromosémico de S. suis tipo 2 se digirié con Alul. Los fragmentos de 300-500-pb se ligaron a pPHOS2
digerido con Smal. Las mezclas de ligacion se transformaron con la cepa PhoA- E. coli CC118. Los transformantes se
sembraron en medio LB suplementado con 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP, 50 ug/ml, Boehringer, Mannheim,
Alemania). Las colonias azules se purificaron en placas nuevas de LB/BCIP para verificar el fenotipo azul.
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Andlisis de secuencia de ADN. Las secuencias de ADN se determinaron en un Sistema de Secuenciacion de ADN 373A
(Applied Biosystems, Warrington, GB). Las muestras se prepararon por el uso de un kit de reaccion listo para la
secuenciacion en ciclo con terminador colorante ABI /PRISM (Applied Biosystems). Los datos de secuenciacion se
ensamblaron y analizaron usando el programa MacMollyTetra. Los iniciadores de secuenciacion hechos por encargo se
adquirieron de Life Technologies. Los tramos hidrofobicos dentro de las Protemas fueron previstos por el método de Klein y
otros (17). El programa BLAST disponible en Netscape Navigator se usO para buscar secuencias de proteinas
relacionadas con las secuencias de aminoéacidos deducidas.

Construccién de mutantes knock-out especificos a lo s genes de S. suis. Para construir las cepas mutantes 10cpsB y
10cpsEF electrotransformamos la cepa 10 del serotipo 2 patogénica (45, 49) de S. suis con pCPS11 y pCPS28
respectivamente. En estos plasmidos los genes de cpsB y cpsEF se alteraron por la insercion de un gen de resistencia a
espectlnomlcma Para crear pCPS11 el fragmento interno Pstl-Bam HI de 400 pb del gen cpsB en pCPS7 se sustituyo6 por el
gen Spc Para este propoésito pCPS7 se digirié con Pstl y BamHI y se ligé al fragmento Pstl-BamHI de 1,200-bp, que
contiene el gen Spc de pIC-spc. Para construir pCPS28 se uso pIC20R. En este plasmido se insert6 el fragmento Kpnl-Sall
de pCPS17 (resultando en pCPS25) y el fragmento Xbal-Clal de pCPS20 (resultando en pCPS27). pCPS27 se digirié con
Pstl y Xhol y se lig6 al fragmento de Pstl-Xhol de 1,200-bp, que contiene el gen Spc de pIC-spc. La electrotransformacion a
S. suis se llevo a cabo como se describe anteriormente (38).

Transferencia de Southern e hibridaciéon.  EI ADN cromosémico se aislé como se describe por Sambrook y otros. (36). Los
fragmentos de ADN se separaron en geles de 0.8% agarosa y se transfirieron a membranas Zeta-Probe GT (B|o Rad) como
se describe por Sambrook y otros (36). Las sondas de ADN se marcaron con [( p]dCTP (3000 Ci mmol™?; Amersham)
mediante el uso de un kit de marcaje por cebado al azar (Boehringer). El ADN en las membranas se h|br|d|zo a 65 °C con
sondas de ADN adecuadas como se recomienda por el proveedor de las membranas Zeta-Probe. Después de la
hibridacién, las membranas se lavaron dos veces con una solucién de 40 mM fosfato sédico, pH 7.2, 1 mM EDTA, 5 % SDS
por 30 min a 65 °C y dos veces con una solucion de 40 mM fosfato sédico, pH 7.2, 1 mM EDTA, 1 % SDS por 30 min a 65
°C.

PCR. Los iniciadores usados en la PCR decps2J corresponden a las posiciones 13791-13813 y 14465-14443 en el locus de
S. suis cps2. Las secuencias fueron: 5-CAAACGCAAGGAATTACGGTATC-3' y 5-GAGTATCTAAAGAATGCCTATTG-3'".
Los iniciadores usados para la PCR de cpsll corresponden a las posiciones 4398-4417 y 4839-4821 en la secuencia de S.
suis cpsl. Las secuencias fueron: 5-GGCGGTCTAGCAGATGCTCG-3'y 5'-GCGAACTGTTAGCAATGAC-3'. Los iniciadores
usados en la PCR de cps9H corresponden a las posiciones 4406-4126 y 4494-4475 en la secuencia de S. suis cps9. Las
secuencias fueron: 5-GGCTACATATAATGGAAGCCC3'y 5-CGGAAGTATCTGGGCTACTG-3..

Construccién de mutantes knock-out especificos a lo s genes de S. suis. Para construir las cepas mutantes 10cpsB y
10cpsEF electrotransformamos la cepa 10 del serotipo 2 patogénica de S. suis con pCPS11 y pCPS28 respectivamente. En
estos plasmidos los genes cpsB ycpsEF se alteraron por la insercién de un gen de resistencia a espectlnomlcma Para crear
pCPS11 el fragmento Pstl-BamHI de 400 pb interno del gen cpsB en pCPS7 se sustituyd por el gen Spc®. Para este
propésito pCPS7 se digirié con Pstl y BamHI y se ligd al fragmento Pstl-BamHI de 1,200-bp, que contiene el gen SpcF, de
pIC-spc. Para construir pCPS28 se us6 plC20R. En este plasmido se insert6 el fragmento Kpnl-Sall de pCPS17 (resultando
en pCPS25) y el fragmento Xbal-Clal de pCPS20 (resultando en pCPS27). pCPS27 se digirié con Pstl y Xhol y se ligé al
fragmento de Pstl-Xhol de 1,200-bp, que contiene el gen Spct de pIC-spc. La electrotransformacién de S. suis se llevé a
cabo como se describi6 antes (38).

Ensayo de fagocitosis. Los ensayos de fagocitosis se realizaron como se describe por Leij y otros (23). En resumen, para
opsonizar las células, 10" S. suis celulas se |ncubaron con 6% suero de cerdo SPF durante 30 minutos a 37 °C en un rotor
de cabeza-sobre-cabeza a 6 rpm. 10" AM y 10" células opsonizadas de S. suis se combinaron y se incubaron a 37 °C bajo
rotacion continua a 6 rpm. A los 0, 30, 60 y 90 min, muestras de 1 ml se recogieron y mezclaron con 4 ml de EMEM helado
para detener la fagocitosis. Los fagocitos se eliminaron por centrifugacion durante 4 min a 110 x g y 4 °C. El nimero de
unidades formadoras de colonlas (ufc) en los sobrenadantes se determiné. Los experimentos de control se llevaron a cabo
simultaneamente combinando 10°células opsonizadas de S. suis con EMEM (sin AM).

Ensayos de destruccién. AM (10°/ml) y células opsonizadas de S. suis (10°/ml) se mezclaron 1 : 1 e incubaron durante 10
min a 37 °C bajo rotacion continua a 6 rpm. EMEM helado se afiadié para detener ademas la fagocitosis y destruccion. Para

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2512496 T3

eliminar las células S. suis extracelulares se lavaron dos veces los fagocitos (4 min, 110 xg, 4 °C) y se resuspendieron en 5
ml de EMEM que contiene 6% suero SPF. Los tubos se incubaron a 37 °C bajo rotacioén a 6 rpm. Después de 0, 15, 30, 60 y
90 minutos, se recogieron las muestras y mezclaron con EMEM helado para detener ademas la destruccion. Las muestras
se centrifugaron durante 4 min a 110 x g a 4 °C y las células fagociticas se lisaron en EMEM que contiene 1% saponina
durante 20 min a temperatura ambiente. Se determiné el nimero de ufc en las suspensiones.

Cerdos. Cerdos libres de gérmenes, cruces de Gran Yorkshire y Dutch Landrace, se obtuvieron de las cerdas, por ceséarea.
La cirugia se realiz6 en aisladores estériles de pelicula flexible. Los cerdos se asignharon a los grupos, cada uno que
consiste en 4 cerdos, y se alojaron en incubadoras estériles de acero inoxidable.

Infecciones experimentales. Los cerdos se inocularon por via intranasal con S. suis tipo 2 como se describi6é antes Para
predisponer a los cerdos para la infeccion con S. suis, cerdos de cinco dias edad se inocularon por via intranasal con
aproximadamente 10ufc de la cepa Bordetella bronchiseptica 92932. Dos dias después, los cerdos se inocularon por via
intranasal con S. suis tipo 2 (106 ufc). Los cerdos se controlaron dos veces al dia para los signos clinicos de la enfermedad,
tales como fiebre, signos nerviosos y cojera. Las muestras de sangre se recogieron tres veces a la semana de cada cerdo.
Los glébulos blancos se contaron con un contador de células. Para controlar la infeccion con S. suis y B. bronchiseptica y
comprobar la ausencia de contaminantes, se recogieron exudados de nasofaringe y heces diariamente. Los exudados se
sembraron directamente sobre agar Columbia que contiene 6% sangre de caballo. Después de tres semanas los cerdos se
sacrificaron y examinaron para cambios patoldgicos. Las muestras de tejido del sistema nervioso central, serosas, y
articulaciones se examinaron histolégicamente y bacteriolégicamente como se describi6é antes (45, 49). La colonizacién de
serosas se marco positivamente cuando S. suis se aisld del pericardio, pleura toracica o el peritoneo. La colonizacion de las
articulaciones se marco positivamente cuando S. suis se aislé de una o0 mas articulaciones (se marcaron 12 articulaciones
por animal).

Vacunacion y reto

Los cerdos de una semana se vacunaron por via intravenosa con una dosificacién de 106 ufc de las cepas de S. suis
10cpsEF o 10cpsB. Tres semanas mas tarde los cerdos se retaron por via intravenosa con la cepa 10 serotipo 2 patogénica
(107 ufc). El control de la enfermedad, los exdmenes hematolégicos, serolégicos y bacterioldgicos, asi como examenes
post-mortum fueron como los descritos antes en las infecciones experimentales.

Microscopia Electrénica. Las bacterias se prepararon para la microscopia electronica como se describe por Wagenaar y
otros (50). En breve, las bacterias se mezclaron con agarosa MP (Boehringer) de 37 °C a una concentracion de 0.7%. La
mezcla se enfrio inmediatamente en hielo. Tras gelificar, las muestras se cortaron en ldminas de 1 a 1.5 mm y se incubaron
en un fijador que contiene 0.8% glutaraldehido y 0.8% tetradxido de osmio. Posteriormente, las muestras se fijaron y tifieron
con acetato de uranilo por estimulaciéon de microondas, deshidrataron y embebieron en resina eponaraldita. Las secciones
ultra-delgadas se contrastaron con citrato de plomo y examinaron con un microscopio electrénico Philips CM 10 a 80 kV.

Aislamiento de los macrofagos alveolares porcinos ( AM). AM porcinos se obtuvieron de los pulmones de cerdos libres
de patégenos especificos (SPF). Se recogieron muestras de lavado de pulmén como se describe por van Leengoed y otros
(43). Las células se suspendieron en EMEM que contiene 6% (v/v) de suero de cerdos SPF y se ajustaron al0’ células por
ml.

RESULTADOS
Identificacion del locus de cps.

El locus cps locus de S. suis tipo 2 se identificé haciendo uso de una estrategia desarrollada para la identificacion genética
de las proteinas exportadas (13, 31). En este sistema hicimos uso de un plasmido (pPHOS2) que contiene un gen truncado
de la fosfatasa alcalina (13). El gen carecia de la secuencia del promotor, el sitio de inicio de la traduccién y la secuencia
sefial. El gen truncado se precede por un Unico sitio de restriccion Smal . ADN cromosémico de S. suis tipo 2, digerido con
Alul, se cloné al azar en este sitio de restriccion. Debido a que la translocacion de PhoA a través de la membrana
citoplasmatica de E. coli se necesita para la actividad enzimatica, el sistema se puede usar para seleccionar fragmentos de
S. suis que contienen una secuencia de promotor, un sitio de iniciacion de la traduccién y una secuencia sefial funcional. Se
probaron entre 560 clones individuales de E. coli, 16 mostraron un fenotipo azul oscuro cuando se sembraron en medios
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que contienen BCIP. El analisis de secuencia de ADN de los insertos a partir de varios de estos plasmidos se realizaron
(resultados no mostrados) y se analizaron las secuencias de aminoacidos deducidas. El perfil de hidrofobicidad de uno de
los clones (pPHOS7, resultados no mostrados) demostré que la parte N-terminal de la secuencia se asemejaba a las
caracteristicas de un péptido sefial tipico: una region corta N-terminal hidrofilica es seguido por una regién hidrofoébica de 38
aminoacidos. Estos datos indican que el sistema phoA se usé con éxito para la seleccion de genes S. suis que codifican
proteinas exportadas. Ademas, las secuencias se analizaron para las similitudes presentes en las bases de datos. La
secuencia de pPHOS7 mostré una alta similitud (37% de identidad) con la proteina codificada por el gen cpsl4Cde
Streptococcus pneumoniae (19). Esto sugiere fuertemente que pPHOS7 contiene una parte del operon cps de S. suis tipo 2.

Clonacién de los genes cps flanqueantes. Para clonar los genes flanqueantes cps de S. suis tipo 2 el inserto de pPHOS7
se us6 como una sonda para identificar los fragmentos de ADN cromosémico que contienen los genes flanqueantes cps. Un
fragmento Hindlll de 6-kb se identificd y clon6 en pKUN19. Este produjo el clon pCPS6 (Fig. 1C). El analisis de secuencia
del inserto de pCPS6 revel6 que pCPS6 mas probablemente contuvo el extremo 5 'del locus cps, pero todavia carece del
extremo 3'. Por lo tanto, las secuencias de los extremos 3 ‘de pCPS6 se usan a su vez como una sonda para identificar los
fragmentos cromosOmicos que contienen secuencias cps localizadas ademas corriente abajo. Estos fragmentos se clonaron
ademas en pKUN19, resultando en pCPS17. Usando el mismo sistema de paseo cromosémico posteriormente generamos
los plasmidos, pCPS18 pCPS20, pCPS23 y pCPS26, que contienen la secuencia cps corriente abajo.

Andlisis del operdn cps. Se determind la secuencia completa de nucleétidos de los fragmentos clonados (figura 4) El
examen de la secuencia compilada reveld la presencia de al menos 13 marcos de lectura abierto (Orfs), potenciales que se
designaron como Orf 2Y, Orf2X y Cps2A-Cps2K (Fig. 1A). Ademas, un 14to incompleto, Orf (Orf 2Z) se localizé en el
extremo 5' de la secuencia. Se identificaron dos posibles secuencias promotoras. Uno se localizé 313 bp (lugares 1885-1865
y 1884-1889) corriente arriba de Orf2X. La otra secuencia promotora potencial se localizé 68 bp corriente arriba de Orf2Y
(lugares 2241-2236 y 2216-2211). Orf2Y se expresa en orientacion opuesta. Entre Orfs 2Y y 2Z la secuencia contenia una
estructura tallo-lazo potencial, que puede actuar como un terminador de la transcripcion. Cada Orf se precede por un sitio de
unién al ribosoma y la mayoria de los Orfs se enlazan muy estrechamente. La Unica interrupcion intergénica significativa se
encontrd entre Cps2G y Cps2H (389 nucleétidos). Sin embargo, no se encontraron en esta region secuencias promotoras
potenciales obvias o estructuras de tallo-lazo. Estos datos sugieren que Orf2X y Cps2A-Cps2K se disponen como un
operon.

Una vision general de todos los Orfs con sus propiedades se muestra en la Tabla 2. La mayoria de los productos génicos
previstos se relaciona con las proteinas implicadas en la biosintesis de polisacaridos. Orf2Z mostré cierta similitud con la
proteina Yits de Bacillus subtilis. YitS se identificé durante el andlisis de la secuencia del genoma completo de B. subtilis. La
funcién de la proteina se desconoce.

Orf2Y mostré similitud con la proteina YcxD de B. subtilis (53). Basado en la similitud entre YcxD y MocR de Rhizobium
meliloti (33), YcxD se sugirié que es una proteina reguladora.

Orf2X mostré similitud con las proteinas YAAA hipotéticas de Haemophilus influenzae y E. coli. La funciéon de esas
proteinas se desconoce.

Los productos génicos codificados por los genes cps2A, cps2B, cps2C ycps2D mostraron similitud aproximada con las
proteinas CpsA, CpsC, CpsD y CpsB de varios serotipos de Streptococcus pneumoniae(19), respectivamente. Esto sugiere
funciones similares para estas proteinas. Por lo tanto, Cps2A puede tener un papel en la regulacion de la sintesis del
polisacéarido capsular. Cps2B y Cps2C se pueden implicar en la determinacion de la longitud de la cadena de la capsula de
tipo 2 y Cps2C puede jugar un papel adicional en la exportacion del polisacéarido. La proteina Cps2D de S. suis se relaciona
con la proteina CpsB de S. pneumoniae y con las proteinas codificadas por los genes de varias otras bacterias Gram-
positivas implicadas en la sintesis de polisacérido o de exopolisacéaridos, pero su funcién se desconoce (19).

La proteina codificada por el gen cps2E mostré similitud a muchas proteinas bacterianas con actividades de glicosil
transferasa: Cps14E y Cps19fE de los serotipos 14 y 19F (18, 19, 29) de S. pneumoniae, CpskE de Streptococcus salvarius
(X94980) y CpsD de Streptococcus agalactiae (34). Recientemente, Kolkman y otros (18) mostraron Cpsl4E es una
glucosil-1-fosfato transferasa que une la glucosa a un portador lipido, la primera etapa en la biosintesis de la unidad de
repeticion tipo 14 de S. pneumoniae. Basado en estos datos una funcion similar se puede cumplir por Cps2E de S. suis.
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La proteina codificada por el gen cps2F mostré similitud con la proteina codificada por el gen rfbU de Salmonella enteritica.
(25). Esta similitud es més pronunciada en las regiones C-terminal de estas proteinas. El gen rfbU se demostr6 que codifica
la actividad manosiltransferasa (25).

El gen cps2G codificé una proteina que muestra similitud moderada con el producto génico rfbF de Campylobacter hyoilei
(22), el producto génico epsF de S. thermophilus (40) y el producto génico capM de S. aureus (24). Sobre la base de la
similitud de los genes rfbF, epsF y capM se sugiere codificar las actividades de la galactosiltransferasa. De ahi que, una
actividad similar a glicosil transferasa podria ser cumplida por el producto génico cps2G.

El gen cps2H codifica una proteina que es similar a la region N-terminal del producto génico IgtD de Haemophilus influenzae
(U32768). Ademas, los graficos de hidrofobicidad de Cps2H y LgtD parecieron muy similares en estas regiones (datos no
mostrados). Basado en la similitud de secuencia se sugiri6 que el producto génico IgtD tiene actividad glicosilo transferasa
(U32768).

El producto génico codificado por el gen cps2l mostr6 alguna similitud con una proteina de Actinobacillus
actinomycetemcomitans (AB002668). Esta proteina es parte de parte del agregado génico responsable del antigeno
especifico al serotipo b de A. actimycetemcomitans. La funcion de la proteina se desconoce.

Los productos génicos codificados por los genes cps2J y cps2K mostraron similitudes significativas con la proteina Cps14J
de S. pneumoniae. El gen cpsl4J de S. pneumoniae mostrd codificar una actividad f-1,4-galactosiltransferasa. En S.
pneumoniae CpsJ es responsable de la adicion de la cuarta (es decir, la Ultima) azlcar en la sintesis del polisacérido de S.
pneumoniae serotipo 14 (20). Aun algunas similitudes se encontraron entre Cps2J y Cps2K. 2, 25.5 % similitud). Esta
similitud fue mas pronunciada en las regiones N-terminal de las proteinas. Recientemente, dos pequefias regiones
conservadas se identificaron en el N-terminal de Cps14J y Cpsl14l y sus homdlogos (20). Estas regiones fueron previstas
gue son importantes para la actividad catalitica. Ambas regiones, DXS y DXDD (Fig. 2), se encontraron también en Cps2J y
Cps2K.

Distribucion de los genes cps2 en otros serotipos S. suis. Para examinar la relacion entre los genes cps2 y los genes
cps en otros serotipos de S. suis, realizamos experimentos de hibridacion cruzada. Los fragmentos de ADN de los
genescps2individuales se amplificaron por PCR, marcaron con ¥p, y usaron para sondear las membranas de Southern de
ADN cromosémico de las cepas de referencia de 35 serotipos diferentes de S. suis. Se observaron grandes variaciones en
los patrones de hibridacion (Tabla 4). Como control positivo se us6 una sonda especifica para ARNr 16S. La sonda de ARNr
16S hibridiz6 con todos los serotipos probados. Sin embargo, ninguno de los otros genes probados fueron comunes en
todos los serotipos. Basado en la organizacién genética de los genes sugerimos anteriormente que los genesorfX ycpsA-
cpsK son parte de un operédn y que las proteinas codificadas por estos genes estan todas implicadas en la biosintesis de
polisacérido. OrfY y OrfZ no son una parte de este operdn, y su papel en la biosintesis de polisacaridos no esta clara.
Basado en los datos de similitud de secuencias, OrfY se pueden implicar en la regulacion de los genes cps2 Se propone que
orfZ no esta relacionado con la biosintesis del polisacarido.

Las sondas especificas para los genes orfZ, orfY, orfX, cpsA, cpsB, cpsC y cpsD hibridan con la mayoria de los otros
serotipos. Esto sugiere que la proteina codificada por estos genes no es de tipo-especifica, pero puede realizar funciones
méas comunes en la biosintesis del polisacarido capsular. Esto confirma los datos previos que mostraron que los genes
cps2A-cps2D mostraron una fuerte similitud con los genes cps de varios serotipos de Streptococcus pneumoniae. Basado
en esta similitud Cps2A es, posiblemente, una proteina reguladora, mientras que Cps2B y Cps2C pueden jugar un papel en
la determinacion de la longitud y la exportacion del polisacarido. El gen cps2E hibrid6 con el ADN de los serotipos 1, 2, 14 y
1/2. El gen cps2E mostrdé una fuerte similitud con el gen cpsl14E de S. pneumoniae (18). Esta enzima demostré tener una
actividad glucosil-1-fosfato y cataliz6 la transferencia de glucosa a un portador lipidico (18). Estos datos indican que una
glicosiltransferasa estrechamente relacionada con Cps14E puede ser responsable de la primera etapa en la biosintesis del
polisacérido en los serotipos 1, 2, 14y 1/2 de S. suis. Los genes cps2F, cps2G, cps2H, cps2l y cps2J hibridaron sélo con el
ADN cromosomico de los serotipos 2 y 1/2. El gencps2G mostré una sefial de hibridacion débil adicional con el ADN del
serotipo 34. En las pruebas de aglutinacién el serotipo 1/2 mostré aglutinacién con sueros especificos para el serotipo 2, asi
como con sueros especificos para el serotipo 1. Esto sugiere que el serotipo 1/2 comparte determinantes antigénicos tanto
con los tipos 1 como 2. Los datos de hibridacién confirmaron estos datos Todas las glicosiltransferasas putativas presentes
en el serotipo 2, estan presentes ademas en el serotipo 1/2. El gen cps2K mostré un patrén de hibridacién similar como el
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gen cps2E. Se observo la hibridacion con el ADN de los serotipos 1, 2, 14 y 1/2 En conjunto estos datos de la hibridacién
muestran que el agregado génico cps2 se puede dividir en tres regiones: una region central que contiene los genes tipo-
especificos se flanquea por dos regiones que contienen genes comunes para varios serotipos.

Clonacion de los genes cps tipo-especificos de los serotipos 1 y 9. Para clonar los genes cps tipo-especifico de S.
suis serotipo 1 usamos el gen cps2E como una sonda para identificar los fragmentos de ADN cromos6mico de tipo 1, que
contienen genes cps flanqueantes. Un fragmento EcoRV de 5 kb se identific6 y clon6é en pKUN19. Esto produjo pCPS1-1
(Figura 1B). Este fragmento se us6 a su vez como una sonda para identificar un fragmento Hindlll de superposicion de 2.2
kb. pKUN19 que contiene este fragmento Hindlll se designé pCPS1-2. La misma estrategia se sigui6é para identificar y clonar
los genes cps tipo-especifico del serotipo 9. En este caso, usamos los genes cps2D como una sonda. Un fragmento Hindlll-
Xbal de 0.8 kb se identific6 y clond, produciendo pCPS9-1 (Figura. 1C). Este fragmento se us6 a su vez como una sonda
para identificar un fragmento Xbal de 4 kb. pKUN19 que contiene este fragmento Xbal 4 kb se designé pCPS9-2.

Andlisis de los genes cpsl clonados. La secuencia de nucledtidos completa de los insertos de pCPS1-1 y pCPS1-2 se
determind (figura 5) El examen de la secuencia reveld la presencia de cinco Orfs completos y dos incompletos (Figura 1B).
Cada Orf se precede por un sitio de unién al ribosoma. De acuerdo con los datos obtenidos para los genes cps2del serotipo
2, la mayoria de los Orf se enlaza muy estrechamente. Se encontrd la Unica interrupcion significativa (718 pb) entre CpsiG y
Cps1H. No se pudieron encontrar secuencias promotoras evidentes o estructuras de tallo-lazo potenciales en esta regién.
Esto sugiere que, como en el serotipo 2, los genes cps en el serotipo 1 se disponen en un operon.

Una visién general de los Orfs y sus propiedades se muestra en la Tabla 2 Como era de esperar sobre la base de los datos
de la hibridacion (Tabla 4), la proteina codificada por el gen cps1E se relaciona con Cps2E de S. suis tipo 2 (identidad de 86
%). El fragmento clonado en pCPS1-1 carecio de la regién codificante para los primeros 7 aminoacidos del gencps1E.

La proteina codificada por los genescpslF ycpslG mostré fuerte similitud con las proteinas Cpsl4F y Cpsl4G de
Streptococcus pneumoniae serotipo 14, respectivamente (20). La funcion del Cps14F no estd completamente clara, pero se
ha sugerido que Cps14F puede mejorar el papel de la actividad glicosiltransferasa. El gen cps14G gene de S. pneumoniae
se mostré para codificar la actividad 3-1,4-galactosiltransferasa. En el S. pneumoniae tipo 14 se necesita esta actividad para
la segunda etapa en la biosintesis de la subunidad de oligosacaridos (20). Basado en los datos de similitud encontraron la
glicosiltransferasa similar y actividades que mejoran que se sugieren para los genes cps 1G ycpsl1F de S. suis tipo 1.

La proteina codificada por el gen cpslH mostré similitud con la proteina Cpsl4H de S. pneumoniae (20). Basado en la
similitud de secuencia Cps14H se propuso para ser la polimerasa del polisacéarido (20).

La proteina codificada por el gen cps1l mostro cierta similitud con la proteina Cps14J de S. pneumoniae (19). El gen cps14J
se mostré para codificar una actividad 3-1,4-galactosiltransferasa, responsable de la adicion de la cuarta (es decir, la Gltima)
de azucar en la sintesis del polisacarido del serotipo 14 de S. pneumoniae.

Entre Cps1G y CpslH se encontrd una interrupcion de 718 pb. Esta region reveld tres pequefios Orfs Los tres Orfs se
expresaron en tres marcos de lectura diferentes y no se precedieron por los sitios de unién al ribosoma potenciales, ni
contenian los sitios de inicio potenciales. Sin embargo, los tres productos génicos potenciales codificadas por esta region
mostraron alguna similitud con tres regiones sucesivas de la parte C-terminal de la proteina de EpsK de Streptococcus
thermophilus (27 % identidad, 40). La region relacionada con los primeros 82 aminoéacidos falta.

Analisis de los genes cps9 clonados. Determinamos ademas la secuencia de nuclettidos completa de los insertos de
pCPS9-1 y pCPS9-2 (Figura 6). El examen de la secuencia revel6 la presencia de tres Orfs completos y dos incompletos
(Figura 1C). Al igual que en los serotipos 1 y 2, todos los Orfs se precedieron por un sitio de unién de ribosomas y estan
muy estrechamente acoplados. Como se sugirié por los datos de la hibridacion (Tabla 4) las proteinas Cps2D y Cps9D se
relacionaron altamente (Tabla 2). Basado en las comparaciones de secuencias pCPS9-1 carecié de los primeros 27
aminoacidos de la proteina Cps9D.

La proteina codificada por el gen cps9E mostré cierta similitud con la proteina CapD de Staphylococcus aureus serotipo 1

(24). Basado en los datos de similitud de secuencias la proteina CaplD se sugirid para ser una epimerasa 0 una
deshidratasa implicada en la sintesis de N-acetilfructosamina o N-acetilgalactosamina (63).
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Cps9F mostro cierta similitud con las proteinas CapM de S. aureusserotipos 5y 8 (61, 64, 65). Basado en datos de similitud
de secuencia Cap5M y Cap8M se proponen para ser glicosiltransferasas (63).

La proteina codificada por el gencps9G mostré cierta similitud con una proteina de Actinobacillus actinomycetemcomitans
(AB002668_4). Esta proteina es parte de un agregado génico responsable de los antigenos especificos del serotipo b de
Actinobacillus actinomycetemcomitans. La funcién de la proteina se desconoce.

La proteina codificada por el gen cps9H mostro cierta similitud con el gen rfbB de Yersinia enterolitica (68). La proteina RfbB
demostro ser esencial para la sintesis de O-antigeno, pero la funcién de la proteina en la sintesis del O:3 lipopolisacérido se
desconoce.

Genes cps especifico a serotipo 1 y serotipo 9.  Para determinar si los fragmentos clonados en pCPS1-1, pCPS1-2,
pCPS9-1 y pCPS9-2 contenian los genes tipo-especificos para el serotipo 1 y 9, respectivamente, se realizaron
experimentos de hibridacion cruzada. Los fragmentos de ADN de los genes individuales cpsl y cps9 se amplificaron por
PCR, marcaron con *°P, y usaron para sondear las membranas de Southern de ADN cromosOmico de las cepas de
referencia de los 35 serotipos diferentes de S. suis. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Basado en los datos
obtenidos con la sonda cps2E (Tabla 4), la sonda cps1E se esper6 hibridar con el ADN cromosémico de los serotipos 1,2,
14, 27 y 1/2 de S. suis. Las sondas cps1H, cps9E y cps9F hibridaron con la mayoria de los otros serotipos. Sin embargo, las
sondas cpslF y cps1G y cpsll hibridaron sélo con el ADN cromosémico de los serotipos 1y 14. Las sondas cps9G y cps9H
hibridaron s6lo con el serotipo 9. Estos datos sugieren que las sondas cps9G y cps9H son especificas para el serotipo 9 vy,
por tanto, pueden ser herramientas Utiles para el desarrollo de pruebas de diagnéstico rapidas y sensibles para infecciones
de S. suis tipo 9.

PCR tipo especifico. Hasta ahora, las sondas se probaron sélo en las 35 cepas de referencia diferentes. Para probar el
valor diagnéstico de las sondas cps tipo-especificas, se usaron varios otros serotipos 1, 2, 1/2, 9 y 14 de las cepas de S.
suis. Ademas, dado que un método basado en la PCR puede ser aun mas rapido y sensible que una prueba de hibridacién,
probamos si puede usarse una PCR para la serotipificacién de las cepas de S. suis. Los conjuntos de iniciadores de
oligonucledtidos se eligieron dentro de los genescps2J, cpsll ycps9H. Se esperaron fragmentos amplificados de 675 pb,
380 pb y 390 pb, respectivamente. Los resultados muestran que se amplificaron fragmentos de 675 bp en cepas de tipo 2 y
1/2 usando los iniciadores cps2J; se amplificaron fragmentos de 380 bp en cepas de tipo 1 y 14 usando los iniciadores cps1i
y se amplificaron fragmentos de 390 bp en cepas de tipo 9 usando los iniciadores cps9H.

Construccion de mutantes deficientes en la producci 6n de cpsula. Para evaluar el papel de la capsula de S. suis tipo 2
en la patogénesis, construimos dos mutantes isogénicos en el que se alterd la produccion de la capsula. Para construir el
mutante se usé 10cpsB, pCPS11. En este plasmido una parte del gen cps2B se sustituyd por el gen de resistencia a
espectinomicina. Para construir la cepa mutante 10cpsEF se usoé el plasmido pCPS28. En pCPS28 el extremo 3' del gen
cps2E asi como el extremo 5' del gen cps2F se sustituyeron por el gen de resistencia a espectinomicina. pCPS11 y pCPS28
se usaron para electrotransformar la cepa 10 de S. suis tipo 2 y las colonias resistentes a espectomicina. Los experimentos
de transferencia de Southern e hibridacion se usaron para seleccionar el doble cruzamiento en los eventos de integraciéon
(resultados no mostrados). Para probar si se alterd la estructura capsular de las cepas 10cpsB y 10cpsEF, usamos una
prueba de aglutinaciéon en ldmina con una suspension de las cepas mutantes en suero hiperinmune anti-S. suis tipo 2 (44).
Los resultados mostraron que aun en ausencia de antisueros especificos de serotipo, las bacterias aglutinaron. Esto indica
que en las cepas mutantes, se altero la estructura capsular. Para confirmar esto, secciones delgadas de las cepas silvestres
y mutantes se compararon mediante microscopia electrénica. Los resultados mostraron que en comparacion con el tipo
silvestre (Fig. 3A) la cantidad de la capsula producida por las cepas mutantes se redujo en gran medida (Figuras. y 3C 3B).
Casi ningun material capsular pudo detectarse en la superficie de las cepas mutantes.

Los mutantes capsulares son sensibles a la fagocito sis y destruccién por macrofagos alveolares porcino s (PAM).
Los mutantes capsulares se probaron para su capacidad de resistir la fagocitosis por PAM en presencia de suero SPF
porcino. La cepa silvestre 10 parece que es resistente a la fagocitosis bajo estas condiciones (Fig. 4A). A diferencia, las
cepas mutantes se ingirieron eficientemente por los macroéfagos (Fig. 4A). Después de 90 min. mas de 99.7% (cepa 10cpsB)
y 99.8% (cepa 10cpsEF) de las células mutantes se ingirieron por los macréfagos. Ademas, como se muestra en la Fig. 4B
las cepas ingeridas se destruyeron eficientemente por los macréfagos. 90-98 % de todas las células se destruyeron dentro
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de los 90 min. Ninguna diferencia se pudo observar entre las cepas silvestre y mutante. Estos datos indican que la cipsula
de S. suis tipo 2 protege eficazmente el organismo a partir de la captacion in vitro por los macréfagos.

Los mutantes capsulares son menos virulentos para | os lechones libres de gérmenes. Las propiedades de virulencia
de las cepas silvestre y mutante se probaron después de la infeccion experimental de cerdos recién nacidos libres de
gérmenes (45, 49). La Tabla 1 muestra que los signos especificos y no especificos de la enfermedad se pueden observar en
todos los cerdos inoculados con la cepa silvestre. Ademas, todos los cerdos inoculados con la cepa silvestre murieron
durante el curso del experimento o se destruyeron a causa de una enfermedad grave o trastornos nerviosos (Tabla 3). A
diferencia, los cerdos inoculados con las cepas 10cpsB y 10cpsEF no mostraron signos especificos de enfermedad y todos
los cerdos sobrevivieron hasta el final del experimento La temperatura de los cerdos inoculados con la cepa silvestre
aumentd 2 dias después de la inoculacion y permanecioé alta hasta el dia 5 (Tabla 3). La temperatura de los cerdos
inoculados con las cepas mutantes algunas veces superd los 40 °C, sin embargo, pudimos observar diferencias
significativas en el indice de la fiebre [es decir el % de las observaciones en un grupo experimental durante el cual los
cerdos mostraron fiebre (>40 °C)] entre cerdos inoculados con cepas silvestre y mutante. Todos los cerdos mostraron
nameros de leucocitos polimorfonucleares (PML) (>10 x 10° PML por litro) aumentados (Tabla 3). Sin embargo, en los
cerdos inoculados con las cepas mutantes el porcentaje de muestras con numeros de PML aumentados fue
considerablemente inferior. Las cepas de S. suis y B. bronchiseptica se pueden aislar de muestras de exudados
nasofaringeos y heces de todos los cerdos a partir del dia 1 post-infeccion hasta el final del experimento (Tabla 3).
Postmortem, la cepa silvestre se pudo aislar frecuentemente del sistema nervioso central (SNC), rifiones, corazén, higado,
bazo, serosas, articulaciones y amigdalas. Las cepas mutantes se pueden facilmente recuperar a partir de las amigdalas,
pero nunca se recuperaron a partir del rifion, higado o bazo. Curiosamente, un nimero bajo de las cepas mutantes se
aislaron del CNS, la serosa, las articulaciones, los pulmones y el corazén. En conjunto, estos datos indican fuertemente que
las cepas mutantes de S. suis, deficientes en la produccion de capsula, no son virulentas para los cerdos jovenes libres de
gérmenes.

Describimos la identificacion y la caracterizacién molecular del locus cps, implicado en la biosintesis del polisacérido
capsular, de S. suis. La mayoria de los genes parecen que pertenecen a una sola unidad de transcripcion, lo que sugiere un
control coordinado de estos genes. Le asignamos funciones a la mayoria de los productos génicos. De ese modo,
identificamos regiones implicadas en la regulacion (Cps2A), determinacién de la longitud de cadena (Cps2B, C),
exportacion (Cps2C) y biosintesis (Cps2E, F, G, H, J, K). La regién implicada en la biosintesis se localiza en el centro del
agregado de genes y esta flanqueado por dos regiones que contienen genes con funciones mas comunes. El gen
incompleto orf2Z se localizé en el extremo 5' del fragmento clonado. Orf2Z mostr6 cierta similitud con la proteina YitS de
B.subtilis. Sin embargo, debido a que la funcién de la proteina Yits se desconoce esto no nos dio ninguna informacion sobre
la posible funcion de Orf2Z. Debido a que el gen orf2Z no es parte del operdn cps, no se espera un papel de este gen en la
biosintesis de polisacéaridos. La proteina Orf2Y mostré cierta similitud con la proteina YcxD de B.subtilis (53). La proteina
YcxD se sugiri6 que es una proteina reguladora. Del mismo modo, Orf2Y puede involucrarse en la regulacion de la
biosintesis de polisacaridos. La proteina Orf2X mostré similitud con las proteinas YAAA de H. influenzae y E. coli. Se
desconoce la funcidn de estas proteinas. En S. suis tipo 2 el gen orf2X parece que es el primer gen en el operén cps2. Esto
sugiere un papel de Orf2X en la biosintesis de polisacaridos. En H. influenzae y E. coli, sin embargo estas proteinas no se
asocian con los agregados de genes capsulares. El andlisis de mutantes isogénicos deficientes de la expresion de Orf2X
debe permitir comprender mejor el papel presuntivo de Orf2X en la biosintesis de polisacéaridos de S. suis tipo 2.

Los productos génicos codificados por los genes cps2E, cps2F, cps2G, cps2H, cps2J y cps2K mostraron poca similitud con
las glicosiltransferasas de diversas bacterias Gram-positivas o Gram-negativas (18, 19, 20, 22, 25). El producto génico
cps2E muestra cierta similitud con la proteina Cps14E de S. pneumoniae (18, 19). Cpsl4E es una glucosil-1-fosfato
transferasa que une la glucosa a un portador lipidico (18). En S. pneumoniae esta es la primera etapa de la biosintesis de la
unidad de repeticion del oligosacéarido. La estructura de la cdpsula de S. suis serotipo 2 contiene glucosa, galactosa,
ramnosa, N-acetilglucosamina y &cido sialico en una relacion de 3:1:1:1:1 (7). Basado en estos datos concluimos que Cps2E
de S. suis tiene actividad glucosiltransferasa, y esta implicada en el enlace de la primera azucar al portador lipidico.

La region C-terminal del producto génico cps2F mostrd cierta similitud con la RfbU de Salmonella enteritica. RfoU mostr6
gue tiene actividad manosiltransferasa (24). Debido a que el manosilo no es un componente del polisacarido de S. suis tipo
2, no se espera una actividad manosiltransfererasa en este organismo. No obstante, cps2F codifica una glicosiltransferasa
con otra especificacién de azucar.
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Cps2G mostrd similitud moderada con una familia de productos génicos sugeridos para codificar las actividades de
galactosiltransferasa (22, 24, 40). Por lo tanto una actividad similar se muestra para Cps2G.

Cps2H mostré cierta similitud con LgtD de H. influenzae (U32768). Debido a que LgtD se propuso tener actividad
glicosiltransferasa, una actividad similar se cumple por Cps2H.

Cps2J y Cps2K mostraron similitud con Cpsl4J de S. pneumoniae (20). Cps2J mostré similitud con Cpsl4l de S.
pneumoniae también. Cpsl14l mostrd tener actividad N-acetilglucosaminiltransferasa, mientras que Cpsl14J tiene una
actividad R-1,4-galactosiltransferasa (20). En S. pneumoniae Cpsl4l es responsable por la adicion del tercer azlcar y
Cps14J por la adicion del dltimo azucar en la sintesis de la unidad de repeticion tipo 14 (20). Debido a que la capsula de S.
suis tipo 2 contiene galactosa asi como componentes de N-acetil glucosamina, galactosiltransferasa asi como N-acetil
glucoaminiltransferasa se pueden prever las actividades de los productos génicos cps2J y cps2K, respectivamente. Como
se observo para Cpsl4l y Cpsl4], el N-terminal de Cps2J y Cps2K mostré un grado significativo de similitud de secuencia.
Dentro de los dominios N-terminal de Cpsl14l y Cps14J, dos regiones pequefias se identificaron, las que se conservaron
ademas en otras diversas glicosiltransferasas (22). Dentro de estas dos regiones, dos residuos Asp se propusieron que eran
importantes para la actividad catalitica. Las dos regiones conservadas, DXS y DXDD, se encontraron ademés en Cps2J y
Cps2K.

La funcién de Cps2I sigue siendo poco claro. Cps2l mostro cierta similitud con una proteina de A. actinomycetemcomitans.
Aunque esta proteina es parte del agregado génico responsable por los antigenos especificos al serotipo-B, se desconoce

la funcién de la proteina.

Describimos ademas la identificacion y caracterizacion de los genes especificos de cps para S. suis serotipos 1, 2 y 9.
Después el locus cps2entero de S. suis serotipo 2 se cloné y caracterizo, las funciones para la mayoria de los productos
génicos cps2 se pueden asignar por homologias de secuencias. Basado en los datos las actividades glicosiltransferasa,
requeridas para la especificidad de tipo, se pueden ubicar en el centro del operdn. Experimentos de hibridacion cruzada,
usando los genes individuales de cps2 como sondas en los ADN cromosomicos de los 35 serotipos diferentes, confirmaron
esta idea. Las regiones que contienen los genes tipo-especificos de los serotipos 1 y 9 se pueden clonar y caracterizar,
mostrando que existe una organizacion genética idéntica de los operones cps de otros serotipos de S. suis. Los genes
cpslE, cpslF, cpslG, cpslH, y cpsll revelaron una similitud sorprendente con los genes cpsl4 E, cpsl4F, cpsl4G, cpsl4H
y cps14J de S. pneumoniae. Interesantemente, S. pneumoniae serotipo 14 es el serotipo mas comidnmente asociado con las
infecciones neumocdcicas en nifios pequefios (54), mientras que las cepas de S. suis serotipo 1 son las mas cominmente
aisladas de lechones de menos de 8 semanas (46). En S. pneumoniae loscps14E, cps14G, cpsl4l y cpsl14J codifican las
glicosiltransferasas requeridas para la sintesis de la unidad de repeticién tetramérica tipo 14, mostrando que los genes
cpslE, cpslG y cpsll codificaban las glicosiltransferasas. Las funciones precisas de estos genes, asi como las
especificidades del sustrato de las enzimas se pueden establecer En S. pneumoniae el gen cps14E se mostré que codifica
una glucosil-1-fosfato transferasa que cataliza la transferencia de glucosa a un portador lipidico. Ademas, genes de tipo
cpsE se encontraron en S. pneumoniae serotipos 9N, 13, 14, 15B, 15C, 18F, 18A y 19F (60). Mutantes CpskE se
construyeron en los serotipos 9N, 13, 14 y 15B. Todas las cepas mutantes carecieron de actividad glucosiltransferasa (60).
Ademas, en todos estos serotipos de S. pneumoniae el gen cpsE parece que es el responsable de la adicion de glucosa al
portador lipidico. Basado en los datos sugerimos que en S. suis tipo 1 el gen cps1E puede cumplir una funcién similar. La
estructura de la capsula S. suis tipo 1 se desconoce, pero estd compuesta por glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina y acido sialico en una relacién de 1: 2.4: 1: 1:1.4 (5). Por lo tanto, se puede faciimente prever el papel
de una actividad glucosiltransferasa de tipo- cpsE. Secuencias de tipo CpsE se encontraron ademas en serotipos 2, 1/2 y
14.

Para la biosintesis de polisacaridos en S. pneumoniae tipo 14, la transferencia del segundo azlcar de la unidad de
repeticion al primer azlcar unido a lipido se realiza por los productos génicos de cps14F y cps14G (20). Similar a Cps14F y
Cps14G, las proteinas de S. suis tipo 1 Cps1lF y CpslG pueden actuar como una glicosiltransferasa que realiza la misma
reaccion. Cps14F y Cps14G de S. pneumoniae mostraron similitud con la mitad N-terminal y mitad C-terminal de la proteina
SpsK de Sphingomonas(20, 67), respectivamente. Esto sugiere una funciébn combinada para ambas proteinas. Ademas,
secuencias de tipo cpsl4F y cps1l4G se encontraron en diversos serotipos de S. pneumoniae y estos genes parecen que
siempre existen juntos (60). Lo mismo se observd para S. suis tipo 1. Las sondas cpslF y cps1G hibridaron con cepas tipo 1
y tipo 14.

De acuerdo con la similitud encontrada entre el gen cpslH y el gen cpsl4H de S. pneumoniae (20), cpslH se espera que
codifica una polimerasa de polisacarido.

La proteina codificada por el gen cpsll mostrd cierta similitud con la proteina Cps14J de S. pneumoniae (19). El gen cps14J
se mostré que codifica una actividad -1,4-galactosiltransferasa, responsable por la adicion del cuarto es decir Ultimo)
azucar en la sintesis del polisacarido S. pneumoniae serotipo 14. En S. suis tipo 2 las proteinas codificadas por los
genescps2J y cps2K mostraron similitud con la proteina Cps14J. Sin embargo, no se encontraron homologias significativas
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entre Cps2J, Cps2K y Cpsll. En las regiones N-terminal de Cps14J y Cpsl4l se identificaron dos regiones conservadas
pequefias, DXS y DXDD (19). Estas regiones parecen que son importantes para la actividad catalitica (13). En las mismas
posiciones de la secuencia Cps2| se contuvieron las regiones DXS y DXED.

En la region entre Cps1G y Cps1H se identificaron tres Orfs pequefios. Ya que los Orfs se expresaron en tres fragmentos de
lectura diferentes, y no contenian sitios de inicio potenciales, no se esperd la expresién. Sin embargo, tres productos
génicos potenciales codificados por esta regién mostraron cierta similitud con tres regiones sucesivas de la parte C-terminal
de la proteina EpsK de Streptococcus thermophilus (27 % de identidad, 40). La region relacionada con los primeros 82
amino&cidos esta desprovista. La proteina Epsk se sugiri6 que juega un papel en la exportacion del exopolisacarido
produciendo el exopolisacarido polimerizado més hidrofobo a través de una modificacion de lipido. Estos datos pueden
sugerir que las secuencias en la regiéon entre Cps1lG y CpslH se originaron a partir de la secuencia de tipo epsK. Los
experimentos de hibridacibn mostraron que esta regién de tipo epsk se presenta ademas en otras cepas de serotipo 1 asi
como en las cepas de serotipo 14 (resultados no mostrados).

La funcién de la mayoria de los genes serotipo 9 clonados se puede establecer. Basado en los datos de similitud de
secuencia los genes cps9E y cps9Fpueden ser glicosiltransferasas (61, 24, 63, 64, 65). Ademas, los genescps9G y cps9H
mostraron similitud con los genes ubicados en la regién implicada en la biosintesis del polisacarido, pero se desconoce la
funcién de estos genes (68).

Los experimentos de hibridacién cruzada usando los genes individuales cps2, cpsly cps9 como sondas mostraron que las
sondas cps9G y cps9H hidridaron especificamente con las cepas de serotipo 9. Por lo tanto, estos son Utiles como
herramientas para la identificacion de cepas S. suis tipo 9 tanto para propositos de diagnéstico asi como en estudios
epidemioldgicos y de transmision. Previamente desarrollamos un método de PCR que puede usarse para detectar cepas S.
suis en exudados nasales y de amigdalas de cerdos (62). El método se uso para identificar por ejemplo cepas patogénicas
(EF-positiva) de S. suis serotipo 2 Durante los ultimos afios, cepas de S. suis tipo 2 junto con cepas serotipo 9 se aislan
frecuentemente de los 6rganos de cerdos enfermos. Sin embargo, hasta ahora una prueba de diagndstico rapido y sensible
no estuvo disponible para las cepas de tipo 9. Por lo tanto, las sondas especificas al tipo 9 o el PCR especifico al tipo 9 es
de gran valor diagnostico. Las sondas cps1F, cps1G y cpsll hibridaron con las cepas del serotipo 1 asi como con el serotipo
14. En las pruebas de coaglutinacién las cepas de tipo 1 reaccionan con el antisuero anti-tipo 1 asi como con el antisuero
anti-tipo 14 (56). Esto sugiere la presencia de epitopos comunes entre estos serotipos. Por otra parte, las cepas tipo 1
aglutinaron sélo con el suero anti-tipo 1 (56,57), indicando que es posible detectar diferencias entre esos serotipos.

Las sondas cps2F, cps2G, cps2H, cps2l y cps2J hibridaron sélo con los serotipos 2 y 1/2. El serotipo 34 mostrd una sefial
débil de hibridacién con la sonda cps2G. Como se mostré en las pruebas de aglutinacion las cepas tipo 1/2 reaccionan con
el suero dirigido contra el tipo 1 asi como con el suero dirigido contra las cepas tipo 2 (46). Por lo tanto, el tipo 1/2 compartid
antigenos tanto con el tipo 1 como el 2. Basado en los patrones de hibridacién de las cepas del serotipo 1/2 con los genes
especificos cpsly cps2, el serotipo 1/2 parece que estd mas estrechamente relacionado con las cepas de tipo 2 que con las
cepas de tipo 1. En nuestros estudios actuales, identificamos genes, iniciadores o sondas especificos de tipo que se usan
para la discriminacion de serotipos 1, 14y 2 y 1/2 y aun otros de los 35 serotipos conocidos. Ademas, genes, iniciadores o
sondas de tipo especifico se pueden desarrollar ahora facilmente para serotipos aun desconocidos, una vez que estén
aislados.

Clonacion y caracterizacion de una parte adicional del locus cps2.

Basado en la secuencia establecida de 11 genes, denominados cps2L a cps2T, orf2U y orf2V, se identificaron. Un gen
homdélogo a los genes implicados en la polimerizacion de la unidad de repeticion de oligosacéarido (cps20), asi como genes
implicados en la sintesis en la sintesis del acido sidlico (cps2P a cps2T) se identificaron. Ademas, los experimentos de
hibridacion mostraron que los genes implicados en la sintesis del acido sialico estan presentes en S. suis serotipo 1, 2, 14,
27 y 1/2. Las regiones "cps2M" y "cps2N" mostraron similitud con las proteinas implicadas en la biosintesis del polisacarido
de otras bacterias gram-positiva. Sin embargo, estas regiones parecen estar truncadas o fueron no-funcionales como
resultado de mutaciones puntuales o de cambio del marco. En su extremo 3' el locus cps2 contuvo dos elementos
insercionales ("orf2U" y "orf2V") que parecen ser no-funcionales.

Para clonar la parte restante del locus cps2, secuencias del extremo 3' de pCPS26 (Fig. 1C) se usaron para identificar un
fragmento cromosémico que contiene secuencias de cps2 ubicadas corriente abajo. Este fragmento se cloné en pKUN19
resultando en pCPS29. Usando un enfoque similar posteriormente aislamos los plasmidos pCPS30 y pCPS34 que contienen
secuencias de cps2 corriente abajo (Fig. 1C).

Andlisis del operén de cps2.

Se determiné la secuencia completa de nucleétidos de los fragmentos clonados. El examen de la secuencia compilada
reveld la presencia de : una secuencia que codifica la parte C-terminal de Cps2K, seis genes aparentemente funcionales
(denominados cps20-cps2T) y los restos de 5 genes ancestrales diferentes (denominados "cps2L”, "cps2M", "cps2N",
"orf2U" y "orf2V"). Los ultimos genes parecen estar truncados o incompletos como resultado de la presencia de mutaciones
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en los codones de parada o cambio del marco (Fig. 1A). Ni secuencias promotoras potenciales ni estructuras de tallo-lazo
potenciales pueden identificarse dentro de la region secuenciada. Un sitio de unidn a ribosoma precede a cada ORF y la
mayoria de los ORF estan muy estrechamente unidos. Tres interrupciones intergénicas se encontraron: una entre "cps2M" y
"cps2N" (176 nucledtidos), una entre cps20 y cps2P (525 nucledtidos), y una entre cps2T y "orf2U" (200 nucledétidos). Estos
datos y los nuestros anteriormente muestran que Orf2X y Cps2A-Orf2T son parte de una operdn simple.

Una lista de todos los loci y sus propiedades se muestra en la Tabla 4. La region "cps2L" contuvo tres ORF potenciales, de
los aminoacidos 103, 79 y 152, respectivamente, que sélo se separaron uno de otro por codones de parada. Sélo el primer
ORF esté precedido por un sitio de unién ribosomal potencial y contiene un coddn inicial de metionina. Esto sugiere que
"cps2L" se origina a partir de un gen ancestral cps2L, que codifica para una proteina de 339 aminoacidos. La funcion de
esta proteina hipotética Cps2L sigue siendo poco claro hasta ahora: no se encontraron homologias significativas entre
Cps2L y las proteinas presentes en las genotecas de datos. No esté claro si el primer ORF de la regién "cps2L" se expresa
en una proteina de 103 aminoacidos. La region "cps2M" mostré homologia con la N-terminal de 134 aminoé&cidos de las
proteinas NeuA de Streptococcus agalactiae y Escherichia coli (AB017355, 32). Sin embargo, aunque la region "cps2 M"
contuvo un sitio de unién al ribosoma potencial, se ausenté un codén de inicio de metionina. Comparada con la secuencia
de S. agalactiae, el coddn de inicio ATG se reemplaz6 por un codén AAG que codifica la lisina. Ademas, la region homéloga
a los primeros 58 aminoacidos de la NeuA de S. agalactiae (identidad 77 %) se separd de la regibn homoéloga a los
aminoacidos 59-134 de NeuA con una secuencia de ADN repetida de 100 pb (ver después). Adicionalmente, la region
homologa a los aminoéacidos 59 a 95 de NeuA (identidad 32%) y la region homologa a los aminoéacidos 96 a 134 de NeuA
(identidad 50%) se presentaron en diferentes marcos de lectura. Por lo tanto, el homélogo de NeuA parcial y truncado es
probablemente no funcional en S. suis. La regién "cps2N" mostr6 homologia con CpsJ de S. agalactiae (nim. de acceso
AB017355). Sin embargo, carecieron en S. suis las secuencias homodlogas a los primeros 88 aminoacidos de CpsJ.
Ademas, la region homdloga se present6 en dos marcos de lectura diferentes. La proteina codificada por los genes cps20
mostré homologia con las proteinas de varios estreptococos implicados en el transporte de la unidad de repeticion de
oligosacérido (num. de acceso AB017355), lo que sugiere una funcion similar para Cps20. Las proteinas codificadas por los
genes cps2P, cps2S y cps2T mostraron homologia con las proteinas NeuB, NeuD y NeuA de S. agalactiae y E. coli (nim.
de acceso AB017355). Debido a que la region "cps2M" mostré también homologia con NeuA de E. coli, el locus de cps2 en
S. suis contiene un gen funcional neuA (cps2T) asi como un gen no-funcional ("cps2M"). La homologia mutua entre estas
dos regiones mostré una identidad del 77 % a nivel de amino&cido en los aminoacidos 1-58 y 49 % en los aminoacidos 59-
134. Cps2Q y Cps2R mostraron homologia con las partes N-terminal y C-terminal de la proteina NeuC de S. agalactiae y E.
coli, respectivamente. Esto sugiere que la funcion de la proteina NeuC de S. agalactae en S. suis se cumple probablemente
por dos proteinas diferentes. Los genes neu en E. coli se conocen que estan implicados en la sintesis de &cido siélico.
NeuNAc se sintetiza a partir de N-acetiimannosamina y fosfoenolpiruvato por la NeuNAc sintetasa. Posteriormente, NeuNAc
se convierte en CMP-NeuNAc por la enzima CMP-NeuNAc sintetasa. CMP-NeuNAc es el sustrato para la sintesis de
polisacarido. En E. coli K1 NeuB es la NeuNAc sintetasa, NeuA es la CMP-NeuNAc sintetasa. NeuC se involucré en la
sintesis de NeuNAc, pero su papel preciso se desconoce. El papel preciso de NeuD se desconoce. Un papel de las
proteinas Cps2P-Cps2T en la sintesis de &cido sidlico puede ser facilimente previsto, ya que la capsula de S. suis serotipo 2
es rica en acido sialico. En S. agalactiae se mostr6é que el acido sidlico era critico para la funcién de virulencia de la cipsula
tipo Ill. Ademés se sugirié que la presencia de acido sidlico en la capsula de la bacteria que puede causar meningitis, puede
ser importante para la capacidad de esta bacteria para atravesar la barrera hematoencefalica. Hasta ahora, sin embargo, el
requisito del acido sidlico para la virulencia de S. suis sigue siendo poco claro.

"Orf2U" y "Orf2V" mostraron homologia con las proteinas localizadas en dos elementos de insercion diferentes. "Orf2U" es
homoélogo con 1S1194 de Streptococcus thermophilus, mientras que "Orf2V" mostr6 homologia con una transposasa
potencial de Streptococcus pneumoniae. Esta transposasa putativa recientemente se encontré que se asocia con el locus
capsular tipo 2 de S. pneumoniae. Comparado con los elementos de insercidon originales en S. thermophilus y S.
pneumoniae, tanto "Orf2U" como "Orf2V" es probable que sean no-funcionales debido a las mutaciones de cambio en el
marco dentro de sus regiones codificantes.

Una observacion sorprendente fue la presencia de una secuencia de 100 pb (Fig. 9) que se repiti6 tres veces dentro del
operdn cps2. La secuencia esta altamente conservada (entre 94% y 98%) y se encontrd en las regiones intergénicas entre
cps2G y cps2H, dentro de "cps2M" y entre cps20 y cps2P. No se encontraron homologias significativas entre esta
secuencia de repeticion directa de 100 pb y secuencias presentes en las genotecas de datos, lo que sugiere que la
secuencia es Unica para S. suis.

Distribucién de las secuencias cps2 entre los 35 serotipos de S. suis. Para examinar la presencia de &cido sialico que
codifica genes en otros serotipos de S. suis, realizamos experimentos de hibridacién cruzada. Los fragmentos de ADN de
los genes cps2 individuales se amplificaron por PCR, radiomarcaron con 32P e hibridaron con ADN cromosémico de las
cepas de referencia de los 35 serotipos diferentes de S. suis. Como control positivo se us6 una sonda especifica del ARNr
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16S de S. suis. La sonda de ARNr 16S hibridé con intensidades casi iguales a todos los serotipos probados (Tabla 4). La
secuencia "cps2L" hibridé con el ADN del serotipo 1, 2, 14 y 1/2. Los genes "cps2M", cps20, cps2P, cps2Q, cps2R, cps2Sy
cps2T hibridaron con el ADN del serotipo 1, 2, 14, 27 y 1/2. Debido a que los genes cps2P-cps2T estan probablemente mas
implicados en la sintesis de &cido siélico estos resultados sugieren que el &cido siélico es también una parte de la capsula
en el serotipo 1, 2, 14, 27 y 1/2 de S. suis. Esto esta de acuerdo con el hallazgo de que los serotipos 1, 2 y 1/2 poseen una
cépsula que es rica en &cido sidlico. Aunque se desconocen las composiciones quimicas de las capsulas del serotipo 14 y
27, estudios recientes de aglutinacion usando lectinas de unién a acido siélico sugirieron la presencia de acido sidlico en el
serotipo 14 de S. suis, pero no en el serotipo 27. En estos estudios, se detectd acido sialico también en los serotipos 15 y
16. Dado que esta ultima observacion no estd de acuerdo con nuestros estudios de hibridacion, puede ser que otros genes,
no homologos a los genes cps2P-cps2T, sean responsables por la sintesis del acido siélico en los serotipos 15y 16.

Una sonda basada en secuencias "cps2N" hibridd con el ADN de los serotipos 1, 2, 14 y 1/2. Una sonda especifica para
"orf2U" hibrid6 con los serotipos 1, 2, 7, 14, 24, 27, 32, 34, y 1/2, mientras que una sonda especifica para "orf2V" hibridé con
muchos serotipos diferentes. Ademas, se preparé una sonda especifica para la secuencia de repeticién directa de 100 pb.
Esta sonda se hibridé con los serotipos 1, 2, 13, 14, 22, 24, 27, 29, 32, 34 y 1/2 (Tabla 4). Para analizar el numero de copias
de la secuencia de repeticion directa dentro del cromosoma de S. suis serotipo 2, se realizé una hibridacion y andlisis por
transferencia de Southern. Por lo tanto, el ADN cromosémico de S. suis serotipo 2 se digiri6 con Ncol y se hibridd con una
secuencia de repeticion directa marcada con 32P. S6lo un fragmento de hibridacién, que contiene tres repeticiones directa
presente en el locus cps2, se encontré (resultados no mostrados). Esto indica que la secuencia de repeticion directa de 100
pb sélo se asocia con el locus cps2. En S. pneumoniae una secuencia de repeticion larga de 115-pb se encontré que se
asociaba con los genes capsulares de los serotipos 1, 3, 14 y 19F. En S. pneumoniae esta secuencia de 115-pb se encontré
ademéas en el area adyacente de otros genes implicados en la virulencia neumocécica (genes de hialuronidasa y
neuraminidasa). Una funcion reguladora de la secuencia de 115-pb en el control coordinado de estos genes relacionados
con la virulencia se sugirio.

Para estudiar el papel de la capsula en la resistencia a la fagocitosis y en la virulencia, construimos dos mutantes isogénicos
en los que se altero la sintesis de la capsula. En 10cpsB, el gen cps2B se alterd con la insercién de un gen de resistencia a
antibidticos, mientras que en 10cpskEF se reemplazaron partes de los genes cps2E y cps2F. Ambas cepas mutantes
parecen estar completamente no-encapsuladas. Debido a que los genes cps 2 parecen que son parte de un operén los
efectos polares no se pueden excluir. Por lo tanto estos datos no dieron ninguna informacién sobre el papel de Cps2B,
Cps2E o Cps2F en la biosintesis de polisacéaridos. Sin embargo, los resultados muestran claramente que el polisacarido
capsular de S. suis tipo 2 es un componente de la superficie con la actividad antifagocitica. Las bacterias silvestres
encapsuladas in vitro se ingieren por los fagocitos a una frecuencia muy baja, mientras que las bacterias mutantes no
encapsuladas se ingieren eficientemente por los macréfagos porcinos. Dentro de las 2 horas, méas de 99.6% de las bacterias
mutantes se ingirieron y mas del 92% de las bacterias ingeridas se destruyeron. Intracelularmente, las cepas silvestres, asi
como mutantes parece que se destruyen con la misma eficiencia. Esto sugiere que la pérdida de material capsular se asocia
con la pérdida de la capacidad para resistir la captacion por los macréfagos. Esta pérdida de resistencia a la fagocitosis in
vitro se asocié con una atenuacion sustancial de la virulencia en cerdos libres de gérmenes. Todos los cerdos inoculados
con las cepas mutantes sobrevivieron el experimento y no mostraron ninguno de los signos clinicos especificos de la
enfermedad. Sélo algunos signos clinicos inespecificos de enfermedad pudieron observarse. Ademds, las bacterias
mutantes se pueden reaislar a partir de los cerdos. Esto apoya la idea de que, como en otros estreptococos patdgenos, la
capsula de S. suis actia como un factor de virulencia importante. Los mutantes de transposén preparados por Charland
alterados en la produccién de capsulas mostraron una virulencia reducida en cerdos y ratones. Para construir estos
mutantes la cepa de referencia de tipo 2 S735 se us6. Anteriormente mostramos que esta cepa es solo débilmente virulenta
para los cerdos jévenes. Ademas, el sitio de insercion del transposén esta sin resolver hasta ahora.

Como un ejemplo adicional en la presente descripcion se describe una prueba PCT rapida para Streptococcus suis tipo 7.
Estudios epidemiolégicos recientes sobre infecciones de Streptococcus suis en cerdos indican que, ademas de los serotipos
1,2y9, el serotipo 7 se asocia frecuentemente también con animales enfermos. Para este Ultimo serotipo, sin embargo, no
estan disponibles métodos de diagnéstico rapidos y sensibles. Esto dificulta los programas de prevencién y control.
Describimos aqui el desarrollo de una prueba de PCR especifica de tipo para la deteccion rapida y sensible de S. suis
serotipo 7. La prueba se basa en secuencias de ADN de genes capsulares (cps) especificos para el serotipo 7. Estas
secuencias se pueden identificar mediante la hibridacion cruzada de varios genes cps individuales con los ADN
cromosomicos de 35 diferentes serotipos de S. suis.

Streptococcus suis es una causa importante de meningitis, septicemia, artritis y muerte subita en cerdos jovenes [69,70]. Sin
embargo, también puede causar meningitis en el hombre [71]. Los intentos de controlar la enfermedad se dificultan aun por
la carencia de conocimientos suficientes sobre la epidemiologia de la enfermedad y la carencia de vacunas eficaces y
diagndsticos sensibles.
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Cepas de S. suis se pueden identificar y clasificar por sus caracteristicas morfologicas, bioquimicas y serolégicas [70, 73,
74]. La clasificaciéon serologica se basa en la presencia de determinantes antigénicos especificos. Las células de S. suis
aisladas y bioguimicamente caracterizadas se aglutinan con un panel de sueros especificos. Estos métodos de tipificacion
son muy laboriosos y consumen tiempo y s6lo se pueden realizar en colonias aisladas. Ademas, se inform6 que se pueden
producir reacciones cruzadas inespecificas entre diferentes tipos de S. suis [75, 76].

Hasta ahora, se han descrito 35 serotipos diferentes [7, 78, 79]. S. suis serotipo 2 es el tipo mas prevalente aislado a partir
de los cerdos enfermos, seguido por los serotipos 9, y 1. Sin embargo, recientemente las cepas del serotipo 7 se aislaron
frecuentemente también a partir de puercos enfermos [80, 81, 82]. Esto sugiere que las infecciones con cepas de S. suis
serotipo 7 parece que son un problema aumentado. Ademas, la virulencia de las cepas de S. suis serotipo 7 se confirmé por
la infeccion experimental de cerdos jévenes [83].

Recientemente, se desarrollaron ensayos rapidos y sensibles de PCR especificos para los serotipos 2 (y 1/2), y 1 (14) y 9
[84]. Estos ensayos se basaron en los loci de cps de los serotipos 2, 1y 9 de S. suis [84, 85]. Sin embargo, hasta ahora
ninguna prueba de diagnostico rapido y sensible esta disponible para S. suis serotipo 7. En la presente describimos el
desarrollo de una prueba de PCR para la deteccion rapida y sensible de cepas S. suis serotipo 7. La prueba se basa en las
secuencias de ADN que forman una parte del locus de cps de S. suis serotipo 7. En comparacion con los métodos
serologicos de serotipificacion el ensayo de PCR fue un ensayo rapido, fiable y sensible. Por lo tanto, esta prueba, en
conjunto con las pruebas de PCR que previamente desarrollamos para el serotipo 1, 2 y 9, sin duda, contribuira a un
diagndstico mas rapido y fiable de S. suis y facilitara los programas de control y erradicacion.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas, condiciones de crecimiento y serotipificacion.

Las cepas bacterianas y plasmidos usados en este estudio se enumeran en la Tabla 7. Las cepas de referencia de S. suis
se obtuvieron a partir de M. Gottschalk, Canada. Las cepas de S. suis se crecieron en caldo Todd-Hewitt (c6digo CM189,
Oxoid), y sembraron en base de agar sangre Columbia (c6digo CM331, Oxoid) que contiene 6 % (v/v) de sangre de caballo.
Las cepas de E. coli se crecieron en caldo Luria [86] y sembraron en caldo Luria que contiene 1.5 % (p/v) de agar. Si
requerida, se afiadi6 ampicilina a las placas. Las cepas de S. suis se serotiparon mediante la prueba de aglutinacién en
lamina con anticuerpos serotipo-especificos [70].

Técnicas de ADN.

Manipulaciones de rutina con ADN y reacciones de PCR se realizaron como se describe por Sambrook y otros [88]. La
transferencia e hibridacion se realizé como descrito previamente [84,86].

Andlisis de secuencia de ADN.

Secuencias de ADN se determinaron en un Sistema de Secuenciacion de ADN 373A (Applied Biosystems, Warrington, GB).
Las muestras se prepararon mediante el uso de un kit de reaccién listo para secuenciaciéon en ciclos con terminador
colorante (Applied Biosystems). Cebadores de secuenciacién hechos por encargo se adquirieron de Life Technologies. Los
datos de secuenciacion se ensamblaron y se analizaron usando el programa McMollyTetra. El programa BLAST se usé para
buscar las secuencias de proteinas homdlogas a las secuencias de aminoacidos deducidas.
PCR.
Los iniciadores usados en la PCR de cps7H corresponden a las posiciones 3334-3354 y 3585-3565 en el locus cps7 de S.
suis. Las secuencias fueron:

5-AGCTCTAACACGAAATAAGGC-3'y 5-GTCAAACACCCTGGATAGCCG-3..
Las mezclas de reaccion contuvieron 10 mM de Tris-HCI, pH 8.3; 1.5 mM de MgCI2; 50 mM de KCI; 0.2 mM de cada uno de
los cuatro trifosfatos desoxinucle6tidos; 1 microM de cada uno de los iniciadores y 1U de ADN polimerasa AmpliTaq Gold
(Perkin Elmer Applied Biosystems, Nueva Jersey). La amplificacion de ADN se llevé a cabo en un termociclador Perkin
Elmer 9600 y el programa consistié en una incubacion durante 10 min at 95 °C y 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 2'mina 56 °Cy
2mina72 °C.
Resultados y discusion
Clonacion de los genes cps especificos al serotipo 7.
Para aislar los genes cps de tipo especifico de S. suis serotipo 7 se us6 el gen cps9E de serotipo 9 como una sonda para
identificar los fragmentos del ADN cromosOmico de tipo 7 que contienen secuencias de ADN homologo [84]. Un fragmento
Pstl de 1.6 kb se identificé y clon6 en pKUN19. Este rindi6 el pCPS7-1 (Fig. 11C). A su vez, este fragmento se us6 como
una sonda para identificar un fragmento de superposicién Scal-Clal de 2.7 kb. El pPGEM7 que contiene el Ultimo fragmento
se design6 pCPS7-2 (Fig. 11C).
Analisis de los genes cps7 clonados.
Las secuencias de nucle6tido completas de los insertos de pCPS7-1, pCPS7-2 se determinaron El examen de la secuencia
cps7 reveld la presencia de dos marcos de lectura abiertos (ORF) completos y dos incompletos (Fig. 11C). Todos los ORF
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se preceden por un sitio de unién al ribosoma. De acuerdo con los datos obtenidos para los genes cpsl, cps2 y cps9 de
serotipos 1, 2 y 9, respectivamente, los ORF de tipo 7 estdn muy estrechamente unidos entre si. La Unica interrupcién
intergénica significativa que se encontré entre cps7E y cps7F (443 nucledtidos). No se encontraron secuencias promotoras
evidentes o estructuras de tallo-lazo potenciales en esta region. Este sugiere que, como en el serotipo 1, 2 y 9, los genes
cps del serotipo 7 forman parte de un operon.

Una vision general de los ORF y sus propiedades se muestra en la Tabla 8. Como esperado basado en los datos de
hibridacion [84], las proteinas Cps9E y Cps7E mostraron una alta similitud (identidad de 99 %, Tabla 8). Basado en las
comparaciones de secuencias entre Cps9E y Cps7E, el fragmento Pstl de pCPS7-1 carece de la region que codifica los
primeros 371 codones de Cps7E. La parte C-terminal de la proteina codificada por el gen cps7F mostré cierta similitud con
la proteina BplG de Bordetella pertussis [88], asi como con la parte C-terminal de Cps2E de S. suis [85]. Tanto BplG como
Cps2E se sugirieron con actividad glicosiltransferasa y probablemente estan implicados en el enlace de la primera azUcar
con el portador lipidico [85,88]. La proteina codificada por el gen cps7G mostr6 similitud con la proteina BlpF de Bordetella
pertussis [88]. BplF probablemente debe participar en la biosintesis de un azicar amino, lo que sugiere una funcién similar
para Cps7G. La proteina codificada por el gen cps7H mostré similitud con la proteina WbhdN de E. coli [89] asi como con la
parte N-terminal de la proteina Cps2K de S. suis [81]. Tanto WbdN como Cps2K se sugirieron con actividad
glicosiltransferasa [85, 89].

Genes cps especificos al serotipo 7.

Para determinar si los fragmentos clonados en pCPS7-1 y pCPS7-2 contienen las secuencias de ADN especificas al
serotipo 7, se realizaron experimentos de hibridacién cruzada. Fragmentos de ADN de los genes cps7 individuales se
amplificaron por PCR, marcaron con 32P, y usaron para sondar transferencias puntuales de ADN cromosémico de las cepas
de referencia de 35 serotipos diferentes de S. suis. Los resultados se resumen en la Tabla 9. Como esperado, basado en los
datos obtenidos con la sonda cps9E [84], la sonda cps7E hibridé con el ADN cromosémico de muchos serotipos diferentes
de S. suis. Las sondas cps7F y cps7G mostraron hibridacién con el ADN cromosdmico de los serotipos 4, 5, 7, 17,y 23 de
S. suis. Sin embargo, la sonda cps7H soélo hibridé con el ADN cromosémico del serotipo 7, indicando que este gen es
especifico para el serotipo 7.

PCR tipo-especifico.

Probamos si podiamos usar la PCR en lugar de la hibridacion para la tipificacién de las cepas de S. suis serotipo 7. Para
este propdsito, seleccionamos un conjunto iniciador de oligonucleétidos dentro del gen cps7H con el cual se esperd un
fragmento amplificado de 251 pb. Ademas, incluimos en nuestro andlisis varias cepas de S. suis serotipo 7, excepto la cepa
de referencia. Estas cepas se obtuvieron de diferentes paises y se aislaron de diferentes 6rganos (Tabla 7). Los resultados
muestran claramente que, un fragmento de aproximadamente 250 pb se amplific6 con todas las cepas de tipo 7 usadas (Fig.
12B), mientras que no se obtuvieron productos de PCR con las cepas de los serotipos 1, 2 y 9 (Fig. 12A). Esto sugiere que
la prueba de PCR como descrito aqui, es una herramienta de diagndstico rapido para la identificacion de cepas de S. suis
serotipo 7. Hasta ahora una prueba de diagndéstico de este tipo no estaba disponible para cepas del serotipo 7. Junto con los
ensayos de PCR recientemente desarrollados para el serotipo 1, 2, 1/2, 14 y 9, este ensayo puede ser una importante
herramienta de diagndstico para detectar cerdos portadores de las cepas de serotipo 2, 1/2, 1, 14,9 y 7 y pueden facilitar los
programas de control y erradicacion.

TABLA 1. Cepas bacterianas y plasmidos
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cepa/plasmido caracteristicas pertinentes fuente/referencia |
Cepa |
E.coli |
cC118 PhoA™ (28) |
XL2 blue estratagen |
Ecoli |
XL2 blue estratagen |
5. suis |
10 cepa virulenta serotipo 2 (49) |
3 serotipo 2 (63} |
17 serotipo 2 (63) |
735 cepa de referencia serotipo 2 (63) |
T15 serotipo 2 (63) |
6555 cepa de referencia serotipo 1 (63) |
6388 serotipo 1 (63) |
6290 serotipo 1 (63) |
5637 serotipo 1 (63) |
5673 serotipo 1/2 (63) |
5679 serotipo 1/2 (63) |
5928 serotipo 1/2 (63) |
5934 serotipo 1/2 (63) |
5209 cepas de referencia serotipo 1/2 (63) |
5218 cepa de referencia serotipo 9 (63) |
5973 serotipo 9 (63) |
6437 serotipo 9 (63) |
6207 serotipo 9 (63) |
'cepas de referencia serotipos 1-34 (9, 56, 14) |
'S. suis |
10 cepa virulenta serotipo 2 (51) |
[ 10cpsB mutante isogénico cpsB de la cepa 10 este trabajo |
'1{}cp5EF mutante isogénico cpsEF de la cepa 10 este trabajo |
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Plasmido

pKUN19 funciones de replicacion puc, Amp® (23)

PGEMTZf(+) | funciones de replicacion puc, Amp® Promega Corp.

pIC19R funciones de replicacion pUC, Amp“ (29)

pIC20R funciones de replicacion pUC, Amp® (29)

plC-spc pPIC19R que contiene el gen sch' de pDL282 coleccion del laboratorio

pDL282 funciones de replicacion de pBR322 y pVT736-1, Amp”™, Spc”

(43)

pPHOS2 plC-spc que contiene el gen phoA truncado de pPHO?7 como | este trabajo
un fragmento dePsil-BamHI

pPHOY contiene el gen phoA truncado (15)

pPHOS7 pPHOS2 contiene el ADN cromosomico de 5. suis este trabajo

pCPs6 PKUN19 que contiene el fragmento de 6 kb Hindlll del operdn | este trabajo (Fig.1)
de cps

pCPS7 pKUN19 que contiene el fragmento de 3,5 kb EcoRI-Hindlll de | este trabajo (Fig.1)
cps operon

pCPs11 pCPST7 en el que el fragmento de 0.4 kb Psti-BamHI del gen | este trabajo (Fig.1)
cpsB se reemplaza por el gen sPc” de plC-spc

pCPS17 PKUN1S que contiene el fragmento de 3.1 kb Kpnl del operdn | este trabajo (Fig.1)
de cps

pCPS18 pPKUN19 que contiene el fragmento de 1.8 kb SnaBl del | este trabajo (Fig.1)
operon de ¢ps

pCPS520 pPKUMN19 que contiene el fragmento de 3.3 kb Xbal-Hindlll del | este trabajo (Fig.1)
operdn de cps

pCPS23 pGEM7Zf(+) que contiene el fragmento de 1.5 kb Miul del | este trabajo (Fig.1)
operon de ¢ps

pCPS525 pIC20R que contiene el fragmento de 2.5 kb Kpnl-5afl de |este trabajo (Fig.1)
pCPS17

pCPS26 PKUN19 que contiene el fragmento de 3.0 kb Hindlll del | este trabajo (Fig.1)
operdn de cps

pCPs27 pCPS25 que contiene el fragmento de 2.3 kb Xbal (blunt)-Cial | este trabajo (Fig.1)
de pCPS20

pCPs28 pCPS27 que contiene el gen de 1.2 kb Pstl-Xhol Spc™ de plC- | este trabajo (Fig.1)
spc

pCPs29 PKUN19 que confiene el fragmento de 2.2 kb Sacl-Psfl del | este trabajo (Fig.1)
operon de cps

pCPS1-1 pKUN19 que contiene el fragmento de 5 kb EcoRY del operdn | este trabajo (Fig.1)
de cps de tipo 1

pCPS1-2 pKUN19 que contiene el fragmento de 2.2 kb Hindlll del | este trabajo (Fig.1)
operon de cps tipo 1

pCPS59-1 pKUN19 que contiene el fragmento de 1 kb Hindlll-Xbal del | este trabajo (Fig.1)
operdn de cps de serotipa 9

pCPS9-2 PKUN19 que contiene el fragmento de 4.0 kb Xbal-Xbal del | este trabajo (Fig.1)

operon de ¢ps serotipo 9

Amp™ resistente a la ampicilina
Spc“: resistente a la espectomicina
cps: polisacarido capsular
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Tabla 2 Propiedades de los Orf en el locus cps de S. suis serotipo 2 y similitudes con el producto génico de otras bacterias

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ORF posicion del \ndmero  de |% |funcion propuesta del |similitud con el producto génico (% de
nucledtido en |aminodcidos |de |producto génicn' identidad)
la secuencia GC
o2z 1-719 240 44 | Desconocido B. subtilis YitS (26 %)
o2y 2079-822 419 38 |Regulacion de la|B. subtilisYcxD (39 %)
transcripcion
'Orﬂ){ 2202-2934 244 39 |Desconocido H. influenzae YAAA (24 %)
'Cps2A 3041-4484  [481 39 |Regulacion S. pneumoniae Cps19fA (58 %)
lesEB 4504-5191 229 40 |Determinacion de la|S. pneumoniae tipo 3 Orf1 (58 %)
longitud de cadena
cps2C 5203-5878  |225 40 |Determinacion/ S. pneumoniae Cps23D (63 %)
Exportacién de la
longitud de cadena
Cps2D 5919-6648 243 38 |Desconocido S. pneumoniae CpsB (62 %)
Cps2E 6675-8052 459 33 | Glicosiltransferasa 5. pneumoniae Cps14E (56 %)
Cps2F 8089-9256 389 32 | Glicosiltransferasa S. pneumoniae Cps23fT
Cps2G 9262-10417 385 36 |Glicosilfransferasa S. thermophilus EpsF (25 %)
Cps2H 10808-12176 457 31 | Glicosiltransferasa 5. mutans RGPEC,"(29 %)
Cps2l 12213- 410 29 |CP Polimerasa. S. pneumoniae Cps23fl (48 %)
13443
‘Cps2J 13583-14579 332 29 |Glicosilfransferasa S. pneumoniae Cps14J (31 %)
Cps2K 14574-15576 |334 37 | Glicosilfransferasa S.pheumoniae Cps14J (40 %)
l"Cpsﬂ_" 15618-16635 103 37 | Desconocido -
'Cps2M" [ 1681117322 |- 38 |- S. agalactiae CpsF” (77 %)
' E. coli NeuA" (47 %)
'Cps2N' | 17559-18342 |- 39 |- S. agalactiae CpsJ (43 %)
Cps20 18401-19802 |476 40 | Transportador de 5. agalactiae CpsK (41 %)
unidad de repeticion
.CpSZP 20327-21341 | 338 39 |sintesis de acido 5. agalactiae NeuB (80 %)
sialico
E. coli NeuB (59 %)
Cps2Q 2135521865 (170 42 |sintesis de cido 5. agalactiae NeuG" (51 %)
sidlico
E_ coli NeuC"(54 %)
Cps2R 21933-22483 184 40 |sintesis de acido S. agalactiae NeuC" (55 %)
siglico E. coli NeuC®(40 %)
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Cps2S 22501-23125 (208 |42 | sintesis de acido sidlico |E. coli NeuD (32 %)
Cps2T 23136-24366 395 |40 |CMP-NeuNAc sintetasa |S. agalactiaeCpsF (49 %)

E. coli NeuA (34 %)

"Orf2u" 24566-25488 168 |42 |Transposasa S. thermophilusIS1194 (51
%)
"Orf2v" 25691-26281 116 |37 |Transposasa S. pneumoniaeorfl (85 %)

'Predicho por similitud de secuencia

N Similitud se refiere a la parte amino terminal del producto génico

€ Similitud se refiere a la parte carboxi terminal del producto génico

Las ORF entre " " estan truncadas o son no-funcionales como resultado de las
mutaciones puntuales o de cambio de marco
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otras bacterias

S. suis serotipos 1 y 9 y similitudes con el producto

génico de

predicho por similitud de secuencia
2 parte N-terminal de la proteina esta carente
3 parte C-terminal de la proteina esta carente

28

sicion del |% masa pl funcién propuesta del |similitud del producto génico ( |referencia’ nam.
ORF gﬂcle{‘)tido en Ia de |numero de |molecular predicho | producto génil:oI % de identidad) de acceso
secuencia g aminoacidos | prevista (kDa)
Cps1E® [1-1363 34 454 522 80 Glucosiltransferasa Streptococcus suis(86 %) Cps2E (26)
%
Streptococcus pneumoniae (48 | Cps14E (12)
%
Cps1F | 1374-1821 33 |149 7.3 82 Desconocido Streptococeus pneumoniae (83 | Cps14F (14)
% %
Cps1G |1823-2315 25 164 19.5 75 Glicosiltransferasa Streptococeus pneumoniae (50 | Cps14G (14)
% %
Cps1H |3035-4202 24 1389 455 84 CP Polimerasa. Streptococcus pneumoniae (30 | Cps14H (14)
% %
Cps1l  |4197- Glicosiltransferasa Streptococcus pneumoniae (38 |Cps14J (13)
%)
Lactoccocus lactis(31 %) EpsG (29) |
Streptococcus thermophilus (33 | Epsl (28)
%)
Cps1J Glicosiltransferasa Streptococeus pneumoniae CpsidJ () |
(13) |
Cps1k? 37 278 325 78 Glicosiltransferasa Streptococeus pneumoniae (44 | Cps14J (13)
% %
CpsaD” |1-646 37 215 249 8.1 Desconocido Streptococeus suis(89 %) Cps2D (26)
%
Cps9E | 680- Glicosiltransferasa Staphylococeus aureus(27 %) | Cap1D (18) |
Cps9F 36 200 23 82 Glicosiltransferasa Staphylococcus aureus(52 %) | Cap5M (17 )
%
Cps9G 35 |269 315 8.0 Desconocido Actinobacillus (ABDD2668_4)
% actinomycetemcomitans(43 %)
Haemophilus influenzae(43 %) |Lsg (005081) |
Cp59H3 30 143 16.5 72 Desconocido Yersinia enterolitica(28 %) RB (33)
%
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Tabla 5 Hibridacidn de genes cps serotipos 1y 9 con el ADN cromosomico de otros serotipos de 5. suis

sondas de ADN
serotipo cps1E  |cpsiF  |ops1G  |cps1H  |cpst! cps9F |cps9G  |cps9H | 16rRNA
1 + + + + + - - - +
2 + - - - - - - - +
3 - - - + - - - - +
4 - - - + - - - - +
5 - - - + - - - - +
6 - - - - - - - - +
7 - - - + - - - - +
8 - - - - - - - - +
9 - - - + - + + + +
10 - - - + - + - - +
11 - - - + - * - - +
12 - - - + - + - - +
13 - - - + - - - - +
14 + + + + + - - - +
15 - - - - - - - - +
16 - - - - - - - - +
i7 - - - + - - - - +
18 - - - + - - - - +
19 - - - + - - - - +
20 - - - - - - - - +
2 - - - + - * - - +
22 - - - - - - - - +
23 - - - + - - - - +
24 - - - + - + - - +
25 - - - - - - - - +
26 - - - - - + - - +
27 + - - - - - - - +
28 - - - + - * - - +
29 - - - + - - - - +
30 - - - + - + - - +
N - - - + - - - - +
32 - - - - - - - - +
33 - - - - - + - - +
34 - - - - - - - - +
1/2 + - - - - - - - +
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Tabla 6 Virulencia del mutante silvestre y capsular de cepas de S. suis en cerdos libres de gérmenes

Cepas S.|cerdos/ |mortalidad®] |morbilidad™ |indice clinico del grupo indice |indice de aislamiento de S. swisen cerdos
suis' grupo [n] | %] %] de leucocito®  |[n] por grupo en
fiebre”
sintomas sintomas no- CNS |serosa | articulaciones
especificos” | especificos
10 4 100 100 1" 88 43 44 2
10cpsB 4 0 0 0 10 1 3 1
10cpsEF |4 0 0 0 0 1 1

' cepal0 en la cepa silvestre, cepas 10cpsB y 10cpsEF son cepas mutantes
capsulares isogénicas
2 lechones que murieron espontaneamente o tuvieron que sacrificarse por razones
ge bienestar animal
considerando solo los cerdos con sintomas especificos
# indice clinico:% de las observaciones que coinciden con los criterios descritos
sintomas especificos: ataxia, cojera en al menos una articulacion, rigidez
% sintomas inespecificos: inapetencia, depresion
% de observaciones en el grupo experimental con una temperatura corporal de >
40° C
% 9, de muestras de sanare en el arupo en el cual el nimero de aranulocitos > 10'%1
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cepa/plasmido.

Cepa
E.coli
XL2 blue

S. suis

cepas de
referencia

5667
7037
7044
7068
7646
7744
7759
8169
15913

Plasmido
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Tabla 7 Cepas bacterianas y plasmidos

caracteristicas pertinentes

serotipos 1-34

serotipo 7, amigdalas (1993)
serotipo 7, organos (1994)
serotipo 7, cerebros (1994)
serotipo 7 (1994)

serotipo 7 (1994)

serotipo 7, pulmones (1996)
serotipo 7, articulaciones (1996)
serotipo 7 (1997)

serotipo 7, meninges (1998)

pKUN19 funciones de replicaciéon puC, Amp®

pGEM7Zf(+)
pCPS9-1

pCPS9-2

pCPS7-1
pCPS7-2

funciones de replicacién puC, Amp~®

pKUN19 que contiene el fragmento de 1 kb Hindlll-Xbal del operén decpsdel
serotipo 9

pKUN19 que contiene el fragmento de 4.0 kb Xbal-Xhal del operén de cpsdel
serotipo 9

pKUN19 que contiene el fragmento de 1.6-kb Pstl del operdn de cps de tipo 7
pGEM7 que contiene el fragmento de 2.7-kb Scal-Clal del operén de cpsde tipo 7

AmpF: resistente a la ampicilina
cps: polisacéarido capsular
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Tabla 8 Propiedades de los Orf en los genes cps de S. suis serotipo 7 y similitudes con el producto génico de otras bacterias

posicion del nucleétido

Orf .
en la secuencia

Cps7E 1-719

1164-1863

Cps7F

Cps7G

1872-3086

Cps7H |3104-3737

funcién propuesta del
producto génico

Glicosiltransferasa

Glicosiltransferasa

biosintesis del azicar amino

Glicosiltransferasa

!Similitud se refiere a la parte C-terminal del producto génico
2gimilitud se refiere a la parte N-terminal del producto génico

33

similitud del producto génico (
% de identidad)

Streptococcus suisCps9E (99
%)

Bordetella pertussisBplG* (43
%)

Streptococcus suisCps2E" (33
%)

Bordetella pertussisBplF (48
%)

Escherichia coliwbdN (35 %)

Streptococcus suisCps2K” (31
%)
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LEYENDAS DE LAS FIGURAS

Figura 1.
Organizacion del agregado génico de cps2 de S. suis tipo 2.

(A) mapa genético del agregado génico de cps2. Las flechas sombreadas representan los ORF potenciales. Los ORF
interrumpidos indican la presencia de codones de terminacién o mutaciones de cambio de marco. Las designaciones
de los genes se indican mas abajo de los ORF. Las flechas cerradas indican la posicion de las secuencias
promotoras potenciales. | indica la posicion de la secuencia reguladora de la transcripcion potencial. | | | indica la
posicion de la secuencia de repeticion de 100-pb.

(B) Mapa fisico del locus cps2.

Los sitios de restriccién son como sigue: A: Alul; C: Clal; E, EcoRI; H, Hindlll; K, Kpnl; M, Mlul; N, Nsil; P, Pstl; S,
SnaBl; Sa: Sacl; X, Xbal.

(C) Los fragmentos de ADN clonados en varios plasmidos.

Figura 2

El gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de PCR obtenidos con el ADN cromosémico de
las cepas de S.suis pertenecientes a los serotipos 1,2, ¥2, 9y 14 y los conjuntos de iniciadores de cps2J, cpsll y cps9H como
se describié en Materiales y Métodos. (A) Iniciadores de cpsll.

(B) Iniciadores de cps2J y (C) iniciadores de cps9H. Carriles 1-3: cepas del serotipo 1; carriles 4-6: cepas del serotipo
2; carriles 7-9: cepas del serotipo ¥2; carriles 10-12: cepas del serotipo 9 y carriles 13-15: cepas del serotipo 14.

(B) El gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de PCR obtenidos con los exudados
de amigdalas recogidos de cerdos portadores de las cepas de S.suis tipo 2, tipo 1 o tipo 9 y los conjuntos iniciadores
de cps2j, cpsll y cpsH como se describié en Materiales y Métodos. EI ADN bacteriano adecuado para la PCR se
preparé usando los métodos tamizaje multiple como se describié previamente (20). (A) Iniciadores de cpsll. (B)
Iniciadores decps2J y (C) iniciadores de cps9H. Carriles 1-3: productos de la PCR obtenidos con exudados de
amigdalas recogidos de cerdos portadores de cepas de S.suis tipo 1; carriles 4-6: productos de PCR obtenidos con
exudados de amigdalas recogidos de cerdos portadores de cepas de S.suis tipo 2; carriles 7-9: productos de PCR
obtenidos con exudados de amigdalas recogidos de cerdos portadores de cepas de S.suistipo 9; carriles 10-12:
productos de PCR obtenidos con el ADN cromosémico de las cepas serotipo 9, 2 y 1 respectivamente; carril 13:
control negativo, sin ADN presente.

Figura 3
Secuencias de nucletdtidos de CPS2 y secuencias de aminoéacidos correspondientes a partir de los marcos de lectura
abierta.

Figura 4
Secuencias de nuclettidos de CPS1 y secuencias de aminoéacidos correspondientes a partir de los marcos de lectura
abierta.

Figura 5
Secuencias de nuclettidos de CPS9 y secuencias de aminoéacidos correspondientes a partir de los marcos de lectura
abierta.

Figura 6
Secuencias de nucleétidos de CPS7 y secuencias de aminoacidos correspondientes a partir de los marcos de lectura
abierta.

Figura 7

Alineaciones de las partes N-terminales de Cps2J y Cps2K. Los aminoéacidos idénticos estan marcados con las barras. Los
aminodcidos que se muestran en negrita se conservan también en Cpsl4l, Cps14J de S. pneumoniae y varias otras
glicosiltransferasas (19). Los residuos de aspartato marcados con astériscos estan fuertemente conservados.

Figura 8
Micrografias de transmision electrénica de secciones delgadas de varias cepas de S.sulis.

(A) cepa silvestre 10;
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(B) cepa mutante 10cpsB;
(C) cepa mutante 10cpsEF.

Bar = 100 nm

Figura 9

(A) Cinética de la fagocitosis de cepas silvestre y mutante de S. suis por macréfagos alveolares porcinos. La
fagocitosis se determiné como se describié en Materiales y Métodos. El eje Y representa el nimero de UFC por
mililitro en los fluidos sobrenadantes como se determina por conteo en placa, el X eje x representa el tiempo en
minutos.

a cepa silvestre 10;
o cepa mutante 10cpsB;
A cepa mutante 10cpsEF.

(B) Cinética de destruccion intracelular de cepas silvestre y mutante de S. suis por AM porcino. La destruccién
intracelular se determin6 como se describié en Materiales y Métodos. El eje Y representa el nimero de UFC por ml
en los fluidos sobrenadantes después de la lisis de los macré6fagos como se determina por conteo en placa, el eje X
representa el tiempo en minutos.

O cepa silvestre 10;
o cepa mutante 10cpsB;
A cepa mutante 10cpskEF.

Figura 10 Alineacion de la secuencia de nucleétidos del elemento de repeticion altamente conservado de 100-pb.

1) repeticién de 100-pb entre cps2G y cps2H
2) repeticion de 100-pb dentro de "cps2M"
3) repeticion de 100-pb entre cps20 y cps2P

Figura 11. Los agregados génicos de cps2, cps9 y cps7 de S. suis serotipos 2,9y 7.

(A) Organizacion genética del agregado génico de cps2 [84]. Las flechas grandes representan los ORF potenciales.
Las designaciones de genes se indican mas abajo de los ORF. Las flechas idénticamente llenas representan los
ORF que mostraron homologia. Las flechas cerradas pequefias indican la posicion de secuencias de promotor
potenciales. | indica la posicion de la secuencia reguladora de la transcripcion potencial.

(B) Mapa fisico y organizacion genética del agregado génico de cps9 [15]. Los sitios de restricciébn son como sigue:
B: BamHI; P: Pstl; H: Hindlll; X:Xbal. Los fragmentos de ADN clonados en varios plasmidos se indican. Las flechas
abiertas representan los ORF potenciales.

(C) Mapa fisico y organizacion genética del agregado génico de cps7. Los sitios de restriccion son como sigue: C:
Clal; P: Pstl; Sc: Scal. Los fragmentos de ADN clonados en varios plasmidos se indican. Las flechas abiertas
representan los ORF potenciales.

Figura 12 (A) El gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de PCR obtenidos con el
ADN cromoso6mico de las cepas de S. suis pertenecientes a la serotipos 1, 2, 9y 7 y el conjunto iniciador de cps7H.
Las designaciones de las cepas se indican por encima de los carriles. C: control negativo, sin ADN presente. M:
marcador de tamafio molecular (lambda digerida con EcoRI y Hindlll).

(B) El gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra los productos de PCR obtenidos con las cepas
serotipo 7 recogidas en diferentes paises y a partir de diferentes 6rganos. EI ADN bacteriano adecuado para la PCR
se prepar6 usando los métodos tamizaje mdultiple como se describié previamente [89]. Las designaciones de las
cepas se indican por encima de los carriles. M: marcador de tamafio molecular (lambda digerida con EcoRlI y Hindlll).
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Reivindicaciones

1.

Uso de un mutante sin cépsula de Streptococcus suis que tiene una mutacion en el agregado génico del
polisacérido capsular (cps) para la preparacion de una vacuna.

Una vacuna que comprende un mutante sin capsula de Streptococcus suis que tiene una mutacion en el agregado
génico del polisacéarido capsular (cps).

Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde dicho mutante de Streptococcus suis es una cepa de
Streptococcus suis serotipo 2.

Una vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3 en donde dicho mutante es capaz de expresar
un factor de virulencia o determinante antigénico de Streptococcus.

Una vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 en donde dicho mutante es capaz de expresar
una proteina que no es de Streptococcus.

Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 5 en donde dicha proteina que no es de Streptococcus se deriva de
un patégeno.

Un método para controlar o erradicar una enfermedad estreptocécica causada por Streptococcus suis que
comprende probar una muestra recogida de al menos un sujeto de una poblacién vacunada con una vacuna de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 para la presencia de cepas encapsuladas de Streptococcus
suis.

Un método para controlar o erradicar una enfermedad estreptocécica causada por Streptococcus suis que
comprende probar una muestra recogida de al menos un sujeto de una poblacién vacunada con una vacuna de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 para la presencia de anticuerpos especificos a la capsula
dirigidos contra las cepas Streptococcus suis.
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TTCAGTCCGT
ATCAAGRAGT
AGRRATTTTT
GTCTACRGTA
AGTCRARATG
GGGTACCTAT
RGTAGCRRCG
TTTCTATTCC
ARGCGECACG
GTTGAGGTCA
CCRACCACTC
AGGTATCTTE
TCCTCAGGAD
CAGRTTCGARA
ARRGRGRGEE
RATATTCRGC
GARGGTRAGA
AGGTTATARG
CRAGOCAATT
CAGRCTTETC
GRARGGTTTC
RATCTACTTG
GEGRCTGGETAA
TGCRAGTRAGTA
GGARCRAACEH
TTGCCACTGAR
ARCATAAGTT
TCATATTTGG
ARGCTTATCG
AARGGEATGET
GCAGTRGCAG
GTATTATAGT
CTCGTGETAT
TTCRAGARGC
AGOGTTATGR
GRACARGGGAT
GARCGAGCAR
TTTAGTRCAT
GGAGGCGTAT

GGRATGCARG
TARTEARATGR
TCAGCTTRACT
GGATGHCATA
CTTCTTACCT
ACGGAGTTTT
ARAGTGARAR
GTGAGTGGAG
RCCGATTTCT
RCATARGATT
CAGATGGOGG
CTTCTGTGCR
GTGCGGETTGA
TATARCGATC
TGGRCARGTT
AACRGGEGET
CCTTGATTAR
GATTGGRARAGE
TTAGTGRATA
GERACAGEAC
TTATATGATS
ACTTGTTGARA
ARATECRATC
AATTCTCTTA
GTTTTTTAGT
TIGARGCCOGE
TTGGCAARAG
GAATTGRATC
TGTTGATACT
TATTGCARAT
CCAAGGTRAG
CABATACRAR
GCAACAGGTC
ATCGAAGAGS
GARATTARRR
AGTARATRAAR
TTRAGCGGAGT
GTACARCTGC
ACCGTCTTGSE
BCARNGRTTA
TCARGGATTA
TCCCARCCCT
CGACTCTTOG
TTGATECNGT
GRAAGCRAGGCR
GGCACRCCGET
GARGTATAGT
TGATRAGTAS
TETGEATGAS
TCARGGTGTT
TTGAARCACT
BAGTTTATCC
BARGATATCT
ATTCTCTTGE
RGTGEAADGAR
TGCTCTEGCA
GCTACACTCA
ARGAATTTAA
TETETTGCTA
CRGCTTGTAA
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RAGTTGTARR
GTATCCTTGET
AGTATCCTTG
TCCARMATGE
GRCRGCRTAT
TRACCRATATT
ARATATATAG
ATAGCTTTRA
RCGETCTCTC
TTATTGRCAL
GCRARATCAR
CRCCTTAGRA
RCTTCATTTC
RRELATTITAC
CATTTARACT
GRCRATGROC
AMAGATGRAGT
CTCAATTCAR
CCCAACTRAGR
GCTCRERCTT
GARATTARCC
ARRTRAAGAT
GARRATCGATG
ACTGCAGTGT
GACACCTCAA
TGOGGECTTE
ACTATCGEGA
TGAARGAGRG
CGTATCGTTT
AGCCTTCGCA
CGATGTGEACG
ACCRAMTRTC
TTGETACTGGET
TAATGGGERTT
TRGGRGAACA
ACCGRGGAGT
AGATATTAAG
GGECTAGTCTC
TEGATGCAGA
CAGGTTTGRC
TGCGATACRAG
ACTGCCCTTT
TCGCTATTAT
TATCATTGCA
ATGTTRAGTG
TCTTAGECET
GARTACGGRA
GTATTAATAT
GGTCOCARAR
CGOTATATCG
AGANAARATC
TGRAATACGRA
TARGCARACT
AGTTCAGTAC
ATGACGCTAC
TTTCAGTCARG
GGTARATAGT
ARAMCGTACT
GCGATRTGCH
AARARGAGTAR

ATTTTCAACR

CCCRAGCARAT

CTCCAGCCGR
ARTCTRCTCR
CARATCTATGT

TTAGARRATG

TTTCARAGTG

TATCTATATT

GTTCAGATGT

CTACTCCRACG

TACGATARAC

AATTTTTATG
CTTCCTTCRAA
ARETTTRCAT
CRGARCCAAGC
GTGGTRARAR
ACGCCRGAGA
ACGERTTTGA
ATCAGGAACH
ATCTTCTTAT
ARGATAGTCT
TTTRAGGAGAR
TTTTATTCTT
TGRACTGOGGE
TATGACTCCA
ACTARCCARG
ARTTATCCTA
TTTGERAMGAR
CTATTTCTGT
CCTTTGCRAGT

ACRCTTGARG
TTECTTESTT

TATGGAGETT
GACATTGCTA
ATATGGCGAT
ATTTCARTGE
GTTGTTGGTA
GCTATTGCCT
TATCCGAART
GGATTACCTA
ATATTCCARAR
TACARAGTAR
GATTATGTTA
CAARRATGTG
CTCATCITTG
TATCTTGAAC
ATTRCGGCAA
GRTTGATATC
CTATTGRAGA
TRAGCGRCATE

ATCATGRTTA
TTGTGCTATG
TGARARARARG
GGATACTCCT
TTGGEGCTARS
AGAGAGTRAGR
AMCCATGTGET
CGATATTTTT

TARTTTATAT

TEETGRGERT

Fig. 3 cont.
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CGRCTRAATT

AGTGATATTA

ATRCGRCCAR
BCTRGCARLT

TGARTGGOGN
AAGRTCCRGG

ACTCAGACTG

RAGTGETATTG

CRATATCATT

AGATTCATAC
TAACACATGEE

GCGATTGACAT
TTRATCGRET
GEERATTATC
ATTAGGCTTC
CORGERRARD
ATCTARARAR
GCTTAGRARD
CRATTTRACAG
GCEATGCCTG
GGAGCAATCH
ARTATGRRCA
ACTARRDACE
GTTGGCATTT
CTRACCCGTAT
AGTTRCAAGC
TCRACRAREATG
ARBATARTCORG
GCGTGATGECSE
CCARRARGGETT
ARGCAGTCCC
TATTAGCTGS
TTEGATGACT
GGTATRAGTAC
GTTRGRAATT
TATCCGTACC
TTACCTCTGET
ATGCTOGTTC
TCRGTCATEC
GCAGEGARCAR
CTTGEACCETA
GAATTTTGERA
TCGETTEACTS
ATGCGATGGET
ARAARAGTAR
ARATATGATA
ARBAGCCTRR
CATTCGCATA
CRECCTGAGT
TCATAGROGHE
ACTTTCTTCA
GTGCTGRATT
ARRGTRCOCRR
TGEARRGRGR
TCCOGTACTT
ARRGCTAATT
TERAGCCTEC
TAGARGCAGER
BGTAGACCTC
ARGRGCGARGG

CARATTCGAC
GRTRACATCR
GAGTCRAGCG
TTGAARACAGT
ATGACTGTCA
TEGTATTTAC
TGETGEETGE
GTTCGAGAGT
TTACCAGECA
TRGAGTCACA
AAGGCAGCGA
ATTTGGAGAR
CTATGTAGTG
TATTGRCACA
GATCCARATG
AGCGGARGRA
GTGTARARCE
GCRCGTACAA
TRAATCGAAT
CTGGTTICTT
ATTGAGTCAG
TCCRCCATTR
ARGRGCAGTT
TTTCTCAGAT
TTGATRAGCS
ACTTARRGRS
CACTTARTGS
GCOCRTATRG
TTTAATTGEC

CGTTTATGAG



CTTTGTTCAR
ATAGTGGAGG
GCATTGTTTG
GCTGATTTAR
TGCATTTTTT
__TGARRARACH
TTTCATTTAT
TARTARADCTT
RAGGATAGCT
GARCTATGEEE
ARRARATCTT
ACCGCTCTAT
TGETCSACTR
CAGACTTTGR
GGTTTTACTG
TTTTCCACAR
AGATATACTT
TCCAATTATT
TTGGACAGARA
AGETACETAR
TTCARARTGG
TTAGATGERGT
AGTCGETACT
ARGATTGAST
GARGTEATAT
GERCCATCTG
TTETTEAGAG
GAGRACAGTT
GTTTCGAGAC
TTGTTGCATG
GTTTTTEAAC
AARGCCATTC
CRARGATAGH
CATTTATCTT
TRRACCCAGH
GERARTTTTC
GATRGCRALR
TCTTATATTG
AGRTAGTGTA
GGETTETTGGA
AGTTTATGRA
CCTTTTATGA
ATARAGTTTG
TTTGCTTATT
TGEARGCRCTT
AGGGGARGAR
TTGACAGTTG
ARACARGTCAA
AAGTTGTTTH
TATGGGGCAG
TGARTTTGAA
RGTTGETEOG
ATTTTAMRTCC
TTGCTCAATA
BOCGCTGTCT
GTTCATGAGA
TTTRATGGGE
ARAACARTCR
GEETAGATAA
TTGRACGAAGA

GRALRATCCT
RGCTATGAAT
ATATGATAGC
ATCGTTCTGG
ATATCTOGTA

TTTAACTATA.

GTTAGAGRAT
CGTITTGGTA
TTCTATITTC
RAARTATGCA
GTTGCATTGG
TATTCTGTTG
CGTCTTTATA
GTTGTTAGGT
TGTTGAAGAR
ATTTTTATRA
GGRGCAGTAG
CGTAGAGATG
TGEACGCATA
GRARGAATTA
ACARCGATCC
TRCCACARTT
CGTCCGLCTA
TTTARACCRG
CACAGATTIT
GTCAGACATT
AGGGAGGTCA
TATATTATTG
TTTCGTAGRA
TACARGAGHR
ATRATGGAGE
TTTATGATAT
AATGATACCT
TTTARGRAGT
CGLTCATGRA
TGEAGRETTTG
ATATTGARRAR
CTTATGGRAC
GTACGETERGET
CGATTTGETEC
ATCATATTCA
GAARTTGARR
TTGEARCAGT
TTCATGETCA
TCTTCTACTA
GGAGCGRART
TGAGCAATTAR
AGRRRGATTT
RRGGATAAGT
RTRAGGTTCT
GOGCATGTTA
CAAGTTGARG
BARRGGEATT
TGCCATAGRA
TAGARAGGCAT
TTATTGTCRA
CGTTTTGCTG
CCTCATATCA
TARREGTGTTT
GGCTCTTGTC
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TTGTTGATAT
ATTGARATAG
AGTTACGATT
AATTTTTATC
TGCOGETTGEA
GTATRATATT
AATTTCGCAC
TRACCTATTTA
GACARCCTAT
AGTTTTATTT
TAATTTTAGG
RAGRAGCTAT
ARATTTACCRA
RTTGATGTARG
TARRRARATC
GCCTAGTCRC
TCGEETTAAT
GTGGEGECCAGT
TTTACATTCT
ATGGCTCARR
TAGAATTACT
TTATRATGTT
CRAGTTGATGA
GGATTACAGE
AATGAAGTCG
AAGATTTTAT
GTAAGACTCC
GTTCAARAGE
ARATTARCTG
ARTTCAGCRA
AACATCETTTT
TATGGECTCTC
CTCCRATTTT
AGRTTGRATC
TGECTACGTG
ATGTTAAAAT
ATRTATTCAT
AGRCTTAGAT
GETATRAGER
CTGARRATRA
AGRAARGATT
RRRGARRCAG
CTATRATCRG
CGRGETTGEA
ARCTRARTCT
ACTGGARTAR
TCACRAGRRAC
TCTTGGEATT
TATSARRARG
CTTGGAACTT
TCCTACCTAR
TTATTAACTA
TTTGACTACT
BRATRAGGTTG
TTATCTGARAG
ACCTARATTC
BTRRGATTGET
AAGATGRCCA
TATCRGTCCG
ATTGGTATGG

Fig.

TEAAAPATCA
GATATCGCCA
TCTGCAATCT
ATRATGATGS
ATTTGASTAT
TGTRATTTTT
TTTCARGACE
ACGTAATTAT
CARRARAAGH
GAATCRGATA
TACAGRARTA
AGGGTTTTCA
GTEAATATTT
CCOTTGATAT
CARATGCTAG
ATCTGGATGA
TATTAGTGET
CATTTTTGCT
ACARGTTTCS
BCCRGATGCA
CORRTTGERE
CTRATTGEAG
ATTTGARARE
TCTTTGGCRR
TTAGECTGEA
TGAAGACAGT
TTTARRACAR
ARTACCAGTR
AGTATCAGARR
BATCAGATAT
AATRETTGATS
ARGRAATCTA
CTACATTCTT
ARTTGGAGGT
APAMGTGGAG
ACGCTGATTT
GAAGRTTATC
ARATCACGCS
GARGGARATT
CTATGRAGTA
TTGTTTTGAT
GETTCGATAR
GAGCTGTTAR
GERACGARCE
TCTTCTAGAT
AGATRATCTT
RAATTRATER
TTATTSTTGA
ATTCTATATC
ATAMARGGCT
TEATGEAGTC
TCCRATTCTA
TCATATCATA
ACATRATTCA
CGRABACTCR
ATCTCTGATT
GACAGTTTCA
AATCAGTGTE
ATGCTCGETE
TCOGTCGAGT
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AGTRCRSTRA
BARCGARARTTE
TARCARGTCA
TTCATTATTT
BGAGGTARTC
CTTATGGCAG
TGEETECCETE
TARGCASTTT
CGATTCTAAT
TARCTATTTCA
GATRAARTTA
RCARGGGAAG
TEACTTARAG
TAATTCATTC
GTGACCATAG
ARCGACTTTT
ATAGTTTCTA
CAGRARCGRG
TTCGATGTTT
ACETGEEEATE
ACTTCATACG
ATATGAGTCT
TARTACTCCTA
GTEAGCGGERA
CCTARCATRC
GAARGTTCETA
AGAATAGTAG
ARGTATGGTG
AGATRAARTCA
TACHEGAGRR
TGCCARATAT
TTEAART TGS
GCTTGTOGGH
CARCTTTTCG
TTATCCOGTC
ACTAATTTGT
GRARRTATGC
TTTCTCOGRS
TCRAGARRRATG
ATGARTTCGRG
BACGARATGETA
AGATAAGCET
ABATATATTCG
CATCTTTRCT
GTGEGCTTTA
CRCAGRETTA
TRTGGATAGT
TEAGTATGAG
TCCATGCTGE
TRAGATARRGRR
CTAGTGOCAG
CGTAGGRRRT
TCATCACTAT
CRATAATACT
AATTRCCTTT
CGA!CAATTT
CREGCTETEE
ATCTACAMTG
TETTCGRGAR
CAATGLGTGG

CCTCATAGAR

TATARCCAAAT

TGATAGAGTT

TATTTCARCAT

TACAMCGGCT
ATTTRCCATT
CRATTRGTTT
CATCGETCRCT
TTTTGTTARAT
GTTGATGCCE
AARARACARGT
GTCARRAGAG

ATTGATRATT
TRGGGEATAT
ATTAATTATT
TEETTCAGER
TTEGTCCTTT
CGRCAGTATT
TCCTGARACA
ATTACTATTT
GAGCATRATT
TERARATGCR
ATAGRGARGT
TTATCRARCAR
AGCAGRATTR
CATTARGAGR
TCTARRCRGR
GTTETGGCAT
CARARCCATAT

AGATTTGRCA



BAAGGRCRAG GAGATTTTTT
ATCGCCTTTA TRGCRGGEARAG
AGARTTAGRA ARGRAGATTT
TTATGCAAAT ACCACTGART
CRAGTACTAR TCCASRUCCT
CTETTGTCGE -TTACCGACAT

GTTARCGETT
TTATCGGARA
ACGTCARARA
CTOCCTOARA
TTATCGTATT
GGCACCTCTA
GETTARRTCRA
TARCAGRRGE
ACTGTTAAAT
CTRTGECACTR
COTEGECARLA
GARRGTGRGR
CGRGRTGETC
GATTARRGAS
ATAATCAGTA
ATTTGATAAT
CCACGGARAC
TTTGTTATGA
AATGCRATAT
ATGTATARTT
TGEGGRCATCA
ARTTTGCACA
ATTTGTTACA
ACARATCRGR
GAGAGAARGOC
TTTTTGTARA
CAGTRGCRGAR
AGCGRAMACR
GATGGGTTAR
ACTGARATGET
ATTTCTCARARR
TGAATTTATT
BGTATGTTGES
AGATRGGCTT
ATGCTCARTA
ATCARGTCGA
TAATGCRAGEC
TTTTTGTTGE
GTTCTAGCGA
TETATAGTTA
ATTAGGGTAT
TCCTATARCA
TTTTAGCAAC
RTCATTTGTT
GGGEECARCEA
GEATTERCGE
ATTARCTTAC
ATTAGRATTE
TACTATTGCT
GGRGTACGCT
TATTTCTTIG
ATTARTTTTT
TECAGUGGAT
TTTAGGTTES

TCTTAGTCAC
ATATRAATCT
GAACATTTTT
GTATACTGAT
CTCATTCGAT
TRRACTCCCA
CATTTTARAT
GAGCCTTCAR
CRATATTTRG
TATTTCGARA
ARGAGAATGR
TARTAGAGTS
AETTATTGRTA
GGATATARAA
TCGACTTGAT
ACCTTTGEAT
TTTTGGRACA
CTARARARGH
TGTTTTGAAR
TOCGOTRARGT
CACTSTTTTT
TTATCOAGET
CTATTCGCGA
TEEIGCTCRT
TCTTATTCRG
GABRRTATTG
ACGCETGATG
ARARGRARAG
RAGEREATEA
ATAACGTCAS
GTTAATTATA
GTTGTRACCAG
TRCAGGTGTA
TATTGGTARAT
GRATTTATCT
GATTCTGAGA
AGATAGGRGA
CATAGCETTT
TAGGCARRGT
ATGATTTATT
TIGTTTCTTA
ACTAARATAT
GTTGCCAATA
ATTCGOTCTT
TGTTCACGEG
ATAAGRACTT
TTGGCGETATA
TTTTTGATTC
TTTTCTATTT
TARATATATT
GTTTTTTART
TTGAGTATTA
TTGGCLTATG
AATGGRACGE
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AGARGCAGTT
TGCTTTTGRAM
CTCALTTARLA
TATATAATAT
CTRCCARCGGE
GLTGGTETTT
TCCGAACTCR
CAGALANRIM
COTTARARNE
TGEECTGARGT
AABRCRARTE

GCTCCTATAC TCGRACAGRA
GGRGARAGRGT GGCGAGTAGT
GGTCTCTICT CAAGTCRGAC
GTTTGATATT TTTGTACTTC
TTGTACTARA AGCRATGGCR
GTGAGATGET-GARARERACET
COGTTRAATT TATCRRRAGT
ATTGGTARTA ATTCTATAGA
CTATGTARRE BATTTTTLGR
GAATGCTTTA GTATAGCGAT
TTCAGARACA GTTATARGTT

RAATTGCGAR TTTGGAGTTA CGAAAGCCTT

TTTAGAARAT
ARACTTCATT
ATTTTTAGGA
ARTATATGET
GGAATTTATG
ATTTATACGE
ATGETTGTAC
TATCCGTATA
BATRARTATC
GOSEATGART
ACTEGARCTTA
TCATATTAAT
AMCCTGTTTE
ATTACRARMR
GGTARRCCCAR
ATTASCCRAL
TATTGCTACT
TGAATCTEGE
GTTATGATTG
TANTARANTA
ARRACGEGAR
ARATTTCTAR
GTATATTCAT
AGGCTTRCTT
GATTRATTAT
ATACCTTGGA
GRCTTGTCAR
TTGTATGCGE
ATATATTCAG
GTTGTTTACT
ADRACGTTTG
ATGGGCATAR
TTCTGTGATT
RARARRTRAC
TTATATTTTT
ATTTATCRAT
AGTTTEATAR
TTTATARCTT
GGCAGTAGRA
TTTTGGARTA
RAGTATGETTC
TTATTTCRAR
CTTGTTARTC
TCCATGCTAT
ARCACATAGT
TAGARATGAT
GGEATTTARC
TTGRANTGCC

Fig.

TAGTTTTTAG AGCTCCCCTR
TTTAATTGER TTETRGARARAR
GTTCAGTTTT TGGEGEGGAGH
GTARRATCAG ARCTGATGET
ARAMTTATTT CTTTTRCAAT
TATARTTATA BCTTTATTER
AGATRACACG ATGCAARTTA
TEATEAGTCT TTAGRGECAT
TAMCGAARAT BATTECTERM
TTTTARCAGC CEATTCAAAT
GAARARGATAC ATTATGTGAR
GATTCGTTTA TACCACGTAG
GCATCATTICT GATGEGTARAC
AATGRATTTA ARGCTATOGA
ATGTARGGAT AGARCATCAT
AGCAATTART TTATAARAACH
ATGGAGARACA ATATCGARRC
GTGGATATGT GGGARACGED
TAATGTTATA CATGCACCAR
TAACGRRCTR TCOCAGRGARR
GAGARATGEC TGTTCGTGECA
RRCCTATTAT ATTTGTATTA
COCRATCCAT CRAATCATTT
ACCGATRATC ACCHARTTAR
BACTCCRAGAT TTTGCTRAGT
TATRCRECAR GTTARARAGOD
AGARTTATTTC TTTARRRGERG
TTTTAGGATT TGTTCCOGAAT
ACRARCEGTR TTECRARCHC
TTTATTTGTA ATTTTAAARG
GARAARTGAG ARTARGARTT
TTATTAGTAR TTCGCAAGTT
CAGTATCTAT CTTATITAGT
ARRCATATTG TAGTTTATAR
ATTTACTATC GGAATATGTC
TTCAATGATE ATTATTTCARGC
RAGATATTGA TGATTITAGA
CGATATTAGG AATARAGATG
GGTATCGETT TTAGTCAGHEG
ACTATTTTAA TGGGGTTCOGET
CTATARRAGH ACGGATCGTT
CRACACGCTCRA GTTTATTTARR
TTGACARAAT CARRATAGRR
TTTETECTAT TTTTTTATAC
GATTCTTACG CTCRTCGCGET
TESTTOCARTC TRATGTTTGES
TTTAGACTAT GCTATARGGES
CTTACTERGT ATTATGTTAR

3. cont.
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TCCAAAAGET

GARTSGEATTR
TGCGGTARMC
RATTCTTCRG
ARGTCTACRC
ATTTCTAARG
ARATAGARAGR
GCTTAATANT
GGTTAATARC
TTTTTAATTT
ARRRATCCAG
TTGGCRATGE
CAGTTACTAR
BATGATTTGA
AGCTCRRACE
TTGATTTANG
TATAATGTGE
GACGATCTTA
TTTTACCGCR
TATCGAARRG
TATTATAAAR
AATAATTTGET
TTTGATTTTA
RGCARATTCT
CGGATTTCAR
TTTTAARTGGA
TTATTTTAGG
CAARGRCARAT
TAATGGTCTT

TTAGACGCET



AMRATGETTT
TARGARATETT
ATCATTGTAG
ATGCCARTAT
TATTARCRAR
TEETAGAGCA
ATGRTGATTT
RGTCAGCATT
GTTTAGATAG
GTTCTTOAGR
GGTAGRATRA
ATCRARRATA
TETTGACGES
GTCEGEAGES
TGCRARAGTG
ATTTTCCCAR
CTTTATARARGR
TTATTATTTA
TRACAGARAT
TGATGTTTTT
TTGTTARRAT
ATATTATTTR
CCARARGRART
ATTARACGRA
TARTAATTTG
ACATTTCTAT
TGTATRAATR
GETAGTACGS
TAGTCGCATT
CATAAGTCGC
TTATTCATTC
TGEECAGTTGC
GCAGAGOCGT
CTAGAGGRCGE
ABARGARCTR
CRCTTATCGC
GCTTGTACTA
GCTTCCATIG
RETAGRGGRAG
TTGTTTTTAL
TCTCCRARCE
ACTAATGARAT
TCTTTCTEAR
CTCGGTARGR
ARTCCRACER
GTTATTTTTA
CTTTCCGTAT
ARCGHRATRAG
GTGGTATARR
TTTTATTGRG
GTTCTTCATC
GTTGEGAGTT
AATTTTGTAT
ARACTTTTCA
ATATATAGRC
AGCRGGATGT
ATTATTGGRG
GGTTGGARGT
RTTTTTTATG
TGCTTCTTAT

TATCGGTCTG
ARRALCRGAT
TCCTATCTSC
GITTTIGTTT
CRRCTGCARAR
TATGTTCTAT
TTATGATAGT
ATTGTACCTA
CATTATTTCC
TTCATCAACG
ARCTTTTCCG
GCRACAGCARMA
ARCRTTGTTG
TTACTTGCTA
TCARATTGAT
TCATTATATG
ATATLTATAT
ATCTRAATTA
CTTTATTTTG
ATTCRATTAG
ATTTGGTGGA
TTATAGCTTA
TGCATATATT
CGTOOTCTGT
TTTAARATTT
CATCGTCCCR
GCATTGTAAR
ATAATTCGGA
CGTTATTTTA
GCCARGGGTG
GGAGTTCATC
TGETTATGAT
TTCCTACARA
ATGETCATCS
TTTGAAGATT
TTCCTCTATG
TTATGTTGAC
CCTRCTGGERR
ATRAMGRAGCT
GCRADTATAR
CTARTTTAGAA
GCTTATTATT
AACGEEERAA
ATGTTGTAART
ATAGTAGAAT
CRCATCTGGA
TTCETTGACA
TGEARTRCRA
AGRARGTATA
CTATTCGAGA
GCTCCGTTCA
ACTATGTTCC
GTTCTTTTCG
GTGEATGCCR
TARTATCACT
GOGTTCORAG
CARTTCTGAT
CTACTTCOTT
ATAARCTATG
CRTATCTACT
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GTREEGTATS
ARTATRRRAR
ARCAGTRGAR
ATTARATTCT
CATAMATTGG
AGGTGECARG
ARAGCARGTT
TTTTTAARTAC
CRATCGETATR
GATATATGETT
GTTACCRART
TTATATTATE
LOTCCTTATA
CTTTTGATGE
TTGERACGAGR
AGCGETATCT
ARRCCRRAGET
TTTAARAGRAT
CCAGRAGRAG
ALARTTTAGR
CAATATGAAT
TTAATGTTCH
TARAGTATTTA
TTTTARRRGA
TTTTARATAC
LTTTACRATG
TCAGRCCTRC
AGARATTTCT
AARBAGRGLE
ACTACTTARGC
CARCGTTTAC
AGGETAGATG
TCAGSGCTETT
CTTTGTGETS
TTCGATTTGR
ACTTAGARAL
CGAGRAAATR
TTTCARARATG
CTTRCTRGRG
TCATTGGTTG
TTGTATATAR
TGETAGGETG
GATRRRATTC
ARATGGTTGER
AGCACTCTTT
TTEGTCTETT
TGECTETTCC
BACARGRERC
ARCATGCTTT
ACCATCTGAT
TTIGTCCTET
GTTETTGATT
BGRARANTAND
TATTTGCTAR
TOGTTATCTT
GTAGATACTT
TTTTETGAAT
TCTATGCGETC
GACHCARGRT
TGACCCAGAT

Fig.

GGATTGTTTT
CRATAGGRAD
ARTTATATTG
ATATCTACTA
CRGGRATRER
ATARAGATAG
ACGECATARA
GGARARRGTAC
CTARTCTAGR
TGEARTROGE
GETEETETTT
TTTGTASATT
CRCCTGTTTA
ABRATTATCAR
TRARRGAGGT
TTARTAGCCC
TTTGACRCTG
ATARARARADG
TTTARCARAGT
AGARARARCT
TTTCTGTTTT
ANARTGGAGR
TACARTRAGGC
ATATGTRAAAT
TTTAATTAGG
TTGARCARTA
ARRCATATRG
TTASCATATS
CEECEEECTA
TTTTATAGRC
ACGAMLGOART
CTTCGGEEER
CTERGOEECR
GCCTGGAARTA
ARREEETRAG
AGTTGCAATA
GTATCATART
ARCGAATGGA
TGTTRTCETT
AGCARARCAGT
ACARTTGARG
TCTTCATCTT
ARAGARRAGATT
AAGRAARGGG
GATACGATTA
GAGCRGCGTC
ARTTTTTCTG
GETARRGCTC
GTCTCTATGC
AGGRGTARRG
GGCTRCTTTC
CAGGTRAGTTT
ATGGTTGGGE
CATEGCTGRARA
TTTGTTCTAG
TCATTGCGARL
CATTCTATRG
CCATTTGCET
TCCAGCARTA
GCTGTATTTT

3 cont.
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ATATAARCTT
GTCTGTATTT
TARATTTAAS
TEERATCRAD
GTTTTGAGTT
TATTTTTTAC
AREGRATTRGR
TTRAGRGAGT
GATTCTTTTIG
AGAGCARGAT
CARRCGCAAG
CTGATGATAT
ARARGRGRATE
GRATCTGAGT
GCGRGACTTA
TTGTTGCAAA
ARCAGTGEETT
TCOGCTATGT
ACTACARATA
TTTGATTTGET
TARAGAGRCE
TGARTCGCTT
ATTCTTTAGA
TAATTGTTGC
GARGARARRD
TCTATCCRAG
AGRTTCTICT
CERRGRRAGH
TCRAGATECOC
TCAGATGATT
TGAGRGAGAG
TTTCTTAACA
GERATGTTTG
ARCTCTATRA
ATTCRATCERRG
GTTRAGGAGT
TTCTAGTATE
CTTCTATGRAR
CATTTTTAGE
ARRRGARGCT
CARAAATRAGS
AATTTTAGTG
GAGRAGRAGT
GATTARRRATG
RATGTATCAT
RATGGTTTAT
TTECTTTCTG
RAGTTCAGCR
TATCGTGATG
CCTTTTTCRG
TGEAGRATCG
TTTTATTRCC
TTGCTTACTT
CACGGCATAT
GECTTGETTT
CCTATTTEGEG
AGCCOTTCTC
ATGCTATGCT
CTGTTGTCAR
TCAGTAGTCG

TATCGTAATG

TTTTGTATTT

GCTATTRATT

GGATGERARR
ATAGATGRCG
GAATTACGGET
ATAGTGATTT
GGERAATGRAA
AGGRGAGGAC
CGTTTARATA
CTACAGTGED
TRCTCTARGT
ATARTGATTA
GGETGAATGAC
GTAATTATGGE
ALTGCCCTTG
TAARAMGCTG
ATGARATACTT
RCTGACCRTC
CTTTGCTGETT
GRCTTGCTTT
GAAARGTRGTA
GETACTTTGT
CCTATTTTCG
GCTGTTRATG
GETOCAGGEER
GTTTTTTAGT
TTTCTTTCAR
CTGGTTTTAT

BATTGGGAET



CACCATTTTT
COTTTCTRAT
TTTATGAGARG
TTATTAGCAG
TGACGAGAGR
ATATTTATTA
COCAGCRACGR
BOCCRTGATT
BGRARGRAGH
ATTCCCRARR,
CTTARARTTTT
TCAATGTATT
BRTGARGTCA
TTCTGCARGT
ATGRATATGT
GRAAGAGTGA
GGTTRCTTAT
CCATACGATG
GAGATAGTTT
AGCAGCATGET
TTCTTTGATA
GGTGATCATT
ATCGGATTCC
GCGATTTGGEA
TGGTATTTITA
ARTGRATCTGT
AGTTCCGAGA
GATATTTGGR
GARTTGCTATT
GGRGATTTAT
ACATAARACC
TTCTGCCTCR
CETTTTGATA
GAGARRGTET
TTTGCETGRG
CTCGTCTATR
CETOCOCATS
TTOGTGEETE
CTTTTGGCOC
TGETCTCTTC
CTCAGTCAGC
TTGCARAGTT
GCAGCGGCORG
TGCTITATCT
GTGTAATGEE
ATARGRAGAT
AGTATATCGR
AGAATCATGD
TTTCGECTAC
GTGTCCGTGE
GTTATGTCCG
BCCCTGRATT
GGATTTATTC
BATATCCAGT
TATAGCAGGT
GTGCTGCTTT
ATTTTGTTGC
TRATTGCTCT
TCAATCTGGA
KGRAMGEAAT
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BGCAGTGCRA TTTAAGGTAT CITCGTTGAR

TIGCCTGTTT
TACGTGEGARR
ATTCGCATGET
GGRGTGEETAT
ACTGRRCAMG
TCTGGTTCOGR
TTTCACACGA
CRTCTATGTC
TTGCGAATTT
AGRARATTAG
GTTRAGACCC
GTACGCACTT
CRCCTCACCG
ACTTRACAGGG
ATCRGTACRT
COTTRAAGTC
TATCAGATCC
GATGTCCGTT
TCATCTRATC
GUTAGATCRR
TITCARGATC
CTAYTCTCTT
GTCARTTCRA
BACCRACATA
CGECTCETRCR
AAGCBATTAT
GURRGGGECGER
ATTGACCCAL
GTAGCARGGTC
GCACCCROGR
RESTATTCCG
TCEGTATGRC
ATTTARRGGR
GGGATAGRLT
CEATTGGAMC
TATACTCOGTG
GEGCTAGTTIG
GEGATGEETA
TATCGCTTTC
CCCTATCECT
TTATGRETGET
CRCTCCATET
TTATTTCTCA
ARARCTCGGECA
TEEGCTTCAT
TTCCTCTTAT
TCEECAMERT
BCACTTGCGET
TATTTIGRGR
TTACTATCTS
AGCGATETTG
CCATGATTAT
TTTRTRGTES
GTACTARATA
GCARCGRCTG
TARGARRAIIG
TETTGTCGTC
TTCGTTGGETC
TRACRGTTGC

GGTGECTATA
ACGATARTGA
TRATATTCCG
CTGTTTCTAR
GAGARATTTTT
BRGGECTTARCC
TTGATGTGEC
AGTACGGRTT
GGAGTTRCGR
TTTTTAGRGG
RARAGRACTAT
TTTTACGRAT
TTRCGGACTG
GGACTCAGARRA
TATOGRAGCT
TGTATGTAGH
TGEATTTCCTT
GATATCATCG
GAGGGAGRCG
MARCRAARGHR
ACCGTCAAGT
TTGGAGGATG
TCATCTGTCT
TTTGATTGET
ATTTGACTAG
TTEATCARGT
TAGTAGCGGR
COCTTGTCTT
TTGCCOCTTA
GATGGGETTG
TTTGAGTTGT
CTATAGTTCE
CACTTTTCCT
AGERAGGATTC
CATCCTCGTT
TCATTTCTCA
GTCTCTTTAT
CACTTCCGCE
TTTTTACCRA
CCTATTTGET
TETGCARGER
GERCTTTACT
TCTTTTCGART
ACGACTEETE
TTTCGRRAGS
TTTTCATGGR
GCTRACRCTG
CTATCTTRACR
AARNCREREE
GCGATTEGCC
TTAGGTGGEAT
TETCGEEETE
ABATRCAMRG
TTTCCGTCCA
CTTCCTRATCT
TATGCTTACG
TATACAGGCT
ACTAGGARTH
CCTCARTACR

Fig.

TTTTCTACAR
CTCATTTCRG
MOAADGARAT
ACCCCRETRT
ARGAGRACTG
GAMRTARARAC
ARTTGRATCR
CAGARAATGTA
ARGCCTTGTT
TCCCCRAGGSE
CTRCTTATCA
CTGGATTTTA
GCGARCRGRT
AATGTTTTGC
GTACRGGEEGT
AGELGARRIR
GTTARACATE
GGECATTTTCC
GRGCGTTCRT
ACGCCTTTCC
CGETCATTTT
GTTATARTTT
GGAARAGARCT
TCAAGTCTCT
GCTTATRRRC
ATCGCCRGRG
TGEAAGRETCT
GGGATTATCR
TCEGERAGAC
ATTATTCRTT
TCERARTEEE
TCTGCTTTAC
CTTCTTTCAR
ATGETCTAARE
CREGGATTAG
GGRAGTATAT
CHGTCTACAG
AGARATTTGA
TTTTTGEECT
TTECCTGATT
TTTTTTRCOGA
CCTATCGGETR
GEAGRATEAT
TTTTTGCTTE
ACTATCTTCG
TTAGGTCATR
TCACGATETARG
AATTETETTT
TECAGATALA
TETTTGTGRC
CTEAGTRTCC
TTCTTTGTAT
TTTTTGCCAR
CTTTGTTTTG
GTTGTTGCTA
ATGRMCTTGC
TGATGRTAGT
GOGGTTCTRG
TTCREGEGRAR

3 cont.
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TTTGTGGARE
AGTGGATCTG
ATTAGCAGAT
TCARATAGGT
CECCCTTTAT
TTTCTTTALT
ATGCTATTTT
GGTTGITTIG
TARGGEEGED
AAATCARCAT
GATTTGCGAS
TRCTCCATOG
TERAGATTET
AARAGRRGCC
ATTTCRATGA
TATALAARGE
TTGAGKCEAR
GRCGTTGEAGA
RBEATGTCAGE
TTGATCTATR
TTGTTACAGE
TTAAATRAAC
TTTCARGGAT
CTTTTATCRA
ATTETCARTE
CCTTTGTAGA
BAGSGTGCARG
TCTCARRARC
TETGACCGAR
TATACARTCT
TCTGEGTARG
AGGTRATATC
ATTTTTTAAR
ARRATGATAT
AATCAATAGT
CCTTCATTAC
GEGCAGTTTA
TTRAGETGEGE
TGATTTCETA
ATCTTTICTC
GEGTCETTOC
CCTATTTRET
CTGEAGCECTG
TTCATOGCTC
TETETCCTTE
GTATGGTTTA
ATGTACTCAR
CCCTATACAG
TCGABCTTGR
GATTTGCTCA
TTTTGEATTT
TTTCRGTATG
TTCTTTATAG
TTGGTACTTT
ATACCCACAR
GTCTTGCATT
GATTTCARCA
ATTTGICGGT
TCETTTRATGT
BRCGETCTAR

GGCTTGTTTA

GCCATTTCGT

TTTCRRAGCT

TEEACGEGERAR

RCCTCTATAR
ACRAAGRAGGCA
ARTRTTTGTTC
TGRAGGGCRA
TTTATATTTG
GRGCRRCTGC
GCTATGROGA
AAARGRGETET
CATTGRAGGTC
CGCTGCTGCA
GAGAGTTETT
GCTGTGGETGC
TTETTTTERR
TGTCTCAGET
GCTTGTATAA
TCCACCTTGHA
GETTTACTTT
TTATCRACAC
TTGTTTTTCT
TCAATTTGARC
ATACGGTATG
CTAACRATTT
TTTTCCRAGCC
AGARTTTATG
TTTETTARGG

CTACATTTTT



ATAAGGGCAC
ATCAAMCATT
ARACGETCCCA
CARGTATTCT
ARTGTTTCTT
CTRARMATTG
TCETETTGAR
GGCTATTTTT
TGTTCTTTTA
ACAGTCATTT
GGTTGTAATC
TETGEGTGTGG
TTCAARRTAC
GOTCGRAATG
TECETEATTR
CATTGGEACTT
GGTGREATTA
CTTTCRRCTG
TTTGCAGGAR
CCCTTROCCT
TTCCARACTT
CTGCRAGCAAT
GARATGGRAG
ARAGEAGTGA
AEARGRAGTT
AATTGCTARAR
CREGARATGE
ATTTTGREGEA
TAAGCGGAGT
TTATGCGTCGE
GATCTTGTAG
GRAGCGGARCA
TACGTCTARG
TTTTGARGAR
RGATGCTACC
ETEGETGARAN
ACCARAGATGA
CTAGGAGARR
RATETTTTAA
TTTGCCEAGE
TAACACAGCC
GTGTTTGATA
ARTTGATGCA
CTCGTTATTA
TCTTCGTCAG
CECCAATTTG
TARGGARGCE
ATTTGRACAR
TTTTATCTGET
ATGARAARRG
TCCTTGGTTG
TGRCTATCGT
BTTTEEATGER
AGGARAATCTT
ATCATTAGCG
ATAGGTTTTT
TATCATCRAT
TACTCCAGGER
ATATTGGRAG
GEECAGGGAC

CTCTATRARC
TTARATTTTA
ARTGRGRGET
CTRCCRTCEAR
AARGERCGTA
GETAGARMAG
GAGCAGGCTT
TCTRATCEEC
CTACTTRAGE
TTRAGARAGGH
ACAMCGGTGA
ATGCOGTTAA
GCACCRARGE
ACTCGTCGTT
CTETCTTGRA
CTTGEATTREC
CCRATCTTCC
GTATGGCTET
BATGERACGA
GCTTTGRATT
ARCARTTGGC
GEGAGCTGEAR
GRCCAGATCR
GGATAGTGGA
GAAGTACGAR
GGCGRARAGTCT
AATTTCGCCA
AGARCCRAART
ARGERTGARR
CTTATTGAEC
TEARCRGOCAT
AGCGTREGEAT
CRGRCAATCG
GTCCRGTATE
AGTTGCCART
ARCCRATGGER
GTCRCCTTCH
ATCCARCCRAT
ARCARGACTT
ATTACTATGET
GRAGRACHAR
ATTGGATCCA
TGRATTTGETA
CCATTCCTTG
GTTTGATTGA
GACGTTTGTC
ATTGTTGGTG
CCTGATTCTG
ACAGECCTCR
TAGCCTTTCT
CATAGRACTC
GECTATCCOTG
TGEGARRAGT R
TEACTTGCTT
AGCRRGCCHR
CRAGTTTTET
ACGGGETGOCR
STGARCCATAR
TGEETTCRRCA
BETTETTTTG
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TCCCARARTT
GRAAATTAGT
GCTCATRAGR
AATTSTGCTA
TGCGLCTCTG
CAGATTAALAC
TACARGCARC
TATCAGRRGT
ARBRCCRAGET
AATARRATGE
TGTTCATCTA
ATTTCRGRCR
CCGARTACCH
TECERAATTGRG
ARGGGAGTTG
BACARGRTATGEC
CTATTTGEGAR
TATGGATGRAR
CCGATATTTC
TGAATETCTT
TATTCAGACC
TTGATTGARR
TAARRGCGAGT
ACARTCTCTT
ATARAATTGT
TTACRGAMGR
ATGEAATGET
ATTTGCCATA
ARBRRTTTGETT
TRTCTACRSSG
GCATCTAGHRR
TETCARGCSEGE
TCRARTCTTT
ACTTEGTGTT
GCTECGTTGC
BATTITTGATG
TCTGRCATCA
GTACTGAACRE
TTTGACRARER
TGTACTCTITT
CECAGGCCTT
ATTCGGATAC
BAACRAGACT
GTCAAGCATT
AGTGCCCTCR
AGGRCCGAGT
GTTTGGGGCA
CTTTACARGG
ACCATGRARG
BGERECEEET
GATATGARCT
TATTTGGTCC
GATGCIGTCT
GUCARACGRTC
TATTTTITCC
AGGABCCGAT
TTGTEGARCR
ATGECTTGTG
GTGATTCART
BARTCGTTGA

Fi

GCGRATTTGG
TTTTAGAGET
RATTGRCCARTC
TARTCAAGTA
CTTATGCCAG
TTCCACCART
BAGCCCTGRG
CARGTAGCER
TGCTCCCTCA
TTTATARTTAT
GCACGGARAR
TTTARGGCRG
AARAATTACA
CTTTGAAGAG
ATGTGTTTTC
CCGTTTATEE
ARBATTEETC
ATTCATCARG
GATTTTGCAT
GCATACCTTG
ATAGTETTGE
AGCACTTTAC
GCTRCTCCTG
GETABATTTS
AGCTRAGAMAR
AMCATTARCT
BCARRGTCTT
GTGCTTTTGA
TTETGACASE
ATGATCCARE
GALABATATE
ATTCCATTED
AGCEACCTTE
GATTCTGEGEE
TTTATAATAT
AGTCGATTCGE
ACGGATGART
TCGGAGCTAT
GRRGRGTTGEG
CACCCTGTTA
BTTRGATGCT
RCATGCCGAT
CTEATTCTTA
CACARGGTTT
TTARCAGETTC
GTGGETACRTG
ATTACGTERT
TTATCGRGCT
AGTTTTATGA
ACCTTTTCRG
CATTGGATAT
CTTGCARGRT
TCGTCACTAT
ATTATGATGC
CCAGATAGTA
TCCTATGTCT
TCATRCCRCE
CCGTATCGGA
GTATCGAGAT
CGEAGTCREE

g. 3 cont.
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AGTTACGARR
CCCCATATAR
ACTGCCATCT
TRAARGRAGES
ARGTCRTGRG
CTATTGRAGA
ACTATTCGERA
TCTTTATTRG
AGRCTTTATG
TECAGAARTT
TGGTAGARGT
ATTTGTTGAT
RCAGGRAGAGT
TATCTTGATT
GACACCTTTT
GATTCCRTCT
GTCARGCTAR
CEGTGARGAT
TGETACRACCS
ARARRAGART
TTCAGRAGTA
TCTGGACAAT
ATATCTTAGT
ABRAPMAGRGCT
TCTATTGTTG
GTCARARRGRC
GGGECRAGETGE
ARATCARATG
CTCTCGTGCC
AATGEGAGCTG
GGATGACGET
ATTTGACGGR
ACAGRGCAAC
GATCGCTATG
TCCTATTTGEC
CCATGCCATT
TTAGARATCG
GGGTCETTERR
CGATGGRRACT
CCTTGGAGGA
CTARAMAGARG
ARGATARTGE
CRTCTTTACT
AATAGGGRAT
CGRCCTTAAR
TTEGRACTTC
GTGATAGATT
ATCARGGRAT
TAGATRGGEG
ATGGTGTCCT
TTTGARGATA
GTCCTAACCT
AGGTGACART
TTTETTCAAC
TCARGEEACE
ATGRCARTTG
GTGGAGGCCC
GARRGCACTT
TGCRCCTTAT
GRCCTATGTT

GCCTTGTTAA

BCCCRRRGTT

GTAARTCTCC

AGARATCTAG
GERGCGATTT

TGCCGTTGAT
CRAGATTCTCA
GATGAGERAT
CAARGTTATT
RGETATCCARD
CCCATCGOTG
AGCCTTGGTA
CoARARRRGT
AGTGRGCRAGE
GAATATGGGAR
CAAAGRCATC
TCACGGTTCT
CATATTCATC
TETCATTCAR
THGRATTEAT
ATGGTAGCCH
TCGCTTOCAR
TATTGGRAAT
TTACCARTCC
RGRRAGTTTG
AACCGATCAG
GTCARGCGCR
AGGEETTTTC
ATTGTARRCAT

ACARCATTGE



GGETGTACCTG
CTCGETCRGE
GETGTACCGR
GARRRTATRT
RACARCTGGG
TTTTCAACTG
TTGTTCTCCT
AGTTATATGG
GATARAGTCTC
EERTTAGGTG
TARATGGAGCG
TGRARARACA
ATGATCACTT
AGCAACRAAA
CAACGRETCC
GGITTCGATA
AARCCRRGET
TGRTTTGATT
AGCTGATGGA
CGCTGTTTCG
GTTATTGTTC
GAARARGAGE
CAATCAGATT
TGGTGRTAGA
AGCCCAGGAA
TTTRATTATA
RGATAATRAGA
ABATCTTGTC
GCCGTTATGG
ARAGTCATCA
CRARGDGCTC

GCTGGATCET
TTCCOGATGS
AGGRGTTGTT
GCCCATTCRG
CETGRAGGACA
CAGCTRGTGT
TTGATGACAG
CACRCGATTC

CGACATATTR
TEARRCTRAC
TGTGACCTTA
ARCGACTGGH
RGAGECTEEE
BACTETAGTG

TTGATGTTTA
CATTCCTOCR

ATGECATATT

AACCGGCAGT

ATEGCTARAR

GAACCAAGCC

ATGCTTATTT

ATTCATTACC

ARCARGARCCC

AGCCRACTTGA

TATGGTCGECT

ARGRTACCAG

GACATARCARAA

CTAGARRAGRT
ATCARARGGT
TGATTTTCCA
ATGTCRAGTAC
GTTCRAGTCC
ARCGAACATT
GCAAGTTACS
GRARAGGETCAA
CRACATTGTT
GCAGTTATCG
ATTTATATTT
GCGECCTATG
TGATTTTACT
CARACCATTT
ATGATAGTCT
ATATCRGCAET
CTCTTTITGG
ACTGRCTRTC
AAGTCTTGETT
TEATRGCGETT
AGTCRGCARG
CGATGCTTGR
GGRCARRGAGC
AGCTATTTCA
TAACATCTGT
TAMEEEERCC
ATARARRGTA
ARARCTATCR
ATTGGAATAT
GTCGTGGECGEE
TTGCTTCRAC
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TAAATAGGTG
TTACCRARTA
TACCATTCGR
TGATTCAGAS
TCATGCETCC
TTTTACARGA
TCCCCATTAA
GCTGRCCRCE
TTCARCTTTR
TCGTCRAGAT
CTTCTARGCA
TGATGROGRA
GGIGTTATTG
TATAARAGAG
TGTGATTGGC
CGETEGERTS
CTACTCCGAT
CCTTGCATAT
TCCARAGCAG
TCCAATGRAG
TEARCTEEGT
CTATCAGTAT
GTGTGRATCA
GTGGCTAGAC
AGAGGATGCT
TCTRARRACT
ATGAGGAGAG
GAGAANGGCA
CTTTCTTCCA
TCGTCCTCAC
GTCTTCATRR

ATATCTTTTC
GARRRCTATC
CGATTTGTTC
GTCRGATTGT
ATCAGREART
ACACGACTCC
TECTTATETT
GTCGTECTTT
CCARAGTCCG
ATGARAGGTR
ACCARROCCTGE
ATTACCATCC
CARARACTAG
GGTRAGRCGRRA
ARGCGTRAACC
TTATATAGTT
CATTAGATTT
ATTACTGRARG
TTAARAGRGA
BRGRAARGTGE
GACTGARRTA
CCCTCRANGT
TGARARAGTR
CTCCTGTTTA
CTTTGRARGE
CEGATATCTT
GATACTATGA

GTCGTTTTGT
TGEECTCTATC
TATGCCCATC
GGATGECTACC
CARBRCTTAT
AATGTCCTARG
GERARATCRG
TRGAAATAAR
TTGETCGCGTT
ACATCTGTCG
TCTACARATAT
GTEEECTTRAG
TTTCTCACAR
ARGCTARCAC
GCCTAATAAC
ABATGRIACH
TCGTARRARR
CATCRGCTAT
ARRCCOGCGH
GATARGAGARTA
GCTTCTGRAT
TATGGGATAT
GAACTGTTCC
TATTGACGAG
TCAGTTGATA
TAGTRGCAGE
CGAGTGGCTT

AATTGATGGR
ARADCATGTT
GCTGCGATTG
GTTTACARGG
AGCTGRCTTG
TTTTTCTGAT
GATCGGGARR
TTGTTAGCTT
GRCGAAAACSG
GRGAARMCAL
GGCTTATTTA
GEARGATTCG
GTCGAATTTA
AGTTARMGCG
GATAGTCSTC
ACAGCTTOGR
BARGARAGTT
GATTGAGGAT
AGCAGETTTT
ARRTTETGOR
ATTTCAGTGA
ACCRATEATG
GCTGATTTTG
TATGTTGGTA
RGECCTTGAGR
CCCTARATTT
CTGTCATGCA
ATCCCTTAGA
TTETTGTCAG
CTAGRCTATC
CETATCTGAC
TGGTTGTCAT
GTGAGRARTT
TCACAGATGA
TTTGCTCCAAT
CGAARATTAT
CTCCTCTTTG
TRCCAGRAGE
CCGTTGRACTG
GRECATGETT
AGCAATTEGE
CTGTCGTTTT
TECGCCCARAR
TARRARARCE
CTAGAGRGGR
AAGGTATCTAR
AAARCAGTAC
GTTCTCGCAT
TTTCCARGTT
GCTTCATCAC
BATTAMMGAA
TTGACTGTCA
BCTCGARARR
TTARAGALTT
ACAGGGTTTE
RARGETRAGS
TCTCATRAAT
TTTCGARGCT

Fig. 2 cont.
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RCCARTTTGT
ARTTTTTAGAT
RGTCTGGATG
ARRTTTGTGR
GCGRCRAGRTT
GACCARGTAT
ACATGTCAAG
TACCARRAGTC
GATTOGCTAR
TCTACTATCC
GCGGATARAR
ATTGATGTAG
CTTTGATTAC
TTTATGTGRE
TSTTAGCCTT
CAGCRCTTGA
TTGCTTTCTC
ACTATTCGECC
TGTGRCGACG
GCTGARTGRC
TTGATCTARA
GRTTGCATTT
ACARGTTTGA
TGTGTTTTAG
ATTGACARACC
CCCARARRATG
TTTATTCACH
ACGTTTGGAT
AGTTATTCRG
TCATGRIGIT
GATGOCATGG
GARGACRCTE
ARCCARCTCR
AGGGEETGATT
GCCCTRARACHE
GAGGTCRCAR
TGEATGCCART
TTGTCGCCRL
AGACTGATAR
TTEGCTTCAT
ARGECRCGAG
GAGCARATCR
AAATAGERAR
GCTCTTTGTIC
CGRARTTCGT
TCCAATCACA
ATCTATGATA
ACTGTGAGARA
TCACGTARCAR
CARGTTARRG
TTATCTTGAR
TCCARCAGCT
AARGAGCTGT
GAATARACTTA
RGRACATATTT
TCTCTGGAAG
GETGCGCTTA
T

CTGATTCCTG
TTTTAAGAAR
TTACAACCTC
GAGGCGATGS
GGATATTGCR
CTTATTTITTC
CAGCGTCGTS
GITACTGGAT
TTGETGTGAR
ATTGCCTACR
TGRAGTTGTT
CRARAGATARRTT
ATTTAGTTGT
GROGATERAA
TCETAARGAT
ARTATCARCT
GGTCGTGRAR
ACGCRATTCR
GARGCGGETTT
GGTCATTAAT
CTGAARCCRA
ATAAGCARARN
TCTCTCATTT
TAATGTATTT
CTATCTATCA
RCTCATCCRAG
ACCTACTATG
TCATCGAARD

TAGCCOCGRT



ES 2512496 T3

5LDIDHMMEVHEASKSAAGSACPS POAYQARFEGRENI IVVTITGGLSGSFNARRVARDM
YIEEMPNVNIHLIDSLSASGEMDLLVHQINRLI SRGLDFPOVVEAITHYREHSKLLEVLA
KVDHLYENGRLEKLVGTVVELLN I RMVGEASAEGK LELLOKARGHERSVTARFEEMERRG
YOGGRIVHMAHRNNAKFEQOFSELVEASFPTAVIDEVAT SGLCSFYAEEGELLMGYEVEA

rig. 3 cont. ORF2Z
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MKKYQVIIQDILTGIEEHRFKRGEKLPSIROLREQYHCSKDTVOKAMLELKYONKI YAVE
KSGY Y ILEDRDEQDH T CRAOSYRLERITYEDFRICLKESLIGRENY LERY YHOOECLAEL
IS5V LLMDY HVY THRDOLV I TAGS QALY I LTOMETLAGKTEILIENFTYSEMIELIR
RQGIFYQTIERNLEGIDLEELES I FOTGKIKFFY T I PRLHNPLGSTYDIATKTAT VKLAK
QYDVYIIEDDYLADEDSSHSLELHEY LDTDNRVIY IKSFTPTLEPALRIGATISLENOQLRDT
FIKHKSLIDYDTHNLIMOKALSLY IDNGHMEARNT OHLHBI YHAQWNKIKDCLEEKYALNI PY
RIPKGSVTFOLSKGILSPSIQHMEGKOY Y FSGUKADFLOIFFEQDFADKLEQFVRYLNE

Pig. 3 cont. ORFZY
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MKIIIPNAKEVNTNLENASFYLLSDRSKPVLDAI SQF DVKKMAREYKLNEAKAELEADRW
YRIRTGOAKTY PAWQLYDGLMYRYMDRRGIDSKEENY LRDHVRVATALYGLIHPFEFISE
HRLDFOGSLKIGHOSLKQYWRPYYDOEVGDDELI LSLASSEFEQVFSPOIOKRLVEILEM
EEKAGOLKVHSTI SKKGRGRLLSWLAKNNIQELSDIQDFEVDGFEYCTSESTANQLTFAR

SIEM

Fig. 3 cont. ORF2X
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MKERSGRSKSSKFNLVNFALLELY SITLCLELVTMYRYNILOFRY LMY IVT LLLVGVAVL
AGLIMWRKKARIFTALLLVFSLVITSVGIYGMOEVVKFSTRLNSNSTFSEYEMSILVEAN
SDITOVREQLTSILAPAREYDQDONITALLODI SKEMESTOLAT SPGTSYLTAYOSHMLNGESQR
MVERGVETHNILENEDPGPSSKVER I Y SEEVTOTVETATEOVEGDSFNIYISGIDAYGPIS
TYSRECVHIIMTVHNRATHREILLTTT PROSYVAFARDGGONOY DKLTHAGI YGVHASVETLE
MEYGIDISHYVRLNFISFLOLIDLVGGIDVYHDOEFTSLHGRYHE PVGOVHLNS DOALGE
VEERYSLTGEONDRGENQEKVIAALIKEMESTPERLENY QAT LSGLEGSIQTDLSLETIMS
LWNTOLESGTOFTVESQALTGTGREDLESYAMPGSQLYMMEINODSLEQSKARIQSVIVE
K

Fig. 3 cont. CPS2h
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MHHNOEVHAIEIDVLFLLET INRKKFLILLTAVLTAGLAFVYSSFLVTFQYDSTTRIYVVS
ONVEAGAGLTNQELQAGTYLAKDYREIILSQDVLTQVATELNLKESLKEKISVSIPVDTR
IVSISVRDADPNEARRIANSLRT FAVOKVVEVTKVSDVT TLEEAVPREEFTTPHTEKRNIL
LGLLAGGI LATCLVLVMEVLDDRVERFODIEEVMGLTLLGIVPDSKELK

Fig. 3 cont. CPS2ZB
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MAMLEIARTKREGVNKTEEYFRAIRTNIOLSGADIKVVGITSVEKSNEGKSTTAASLATAY
ARSCYKTVLVDADIRNSVMPGFFEPI TKITGLTDYLAGTTDLEQOGLCDTDIFHLTVIESG
KVSPNPTALLOSKNFENLLATLRRYYDYVIVDCPPLGLVIDAATIAQKCDAMVAVVEAGH
VHECSSLEKVEEQLEQTGTPFLGVILNEY DIATEKYSEYGHYGEEA

Fig. 3 cont. CPs2C
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HMIDIKESHIIFGVDDGSPKTIEESLSLISEAYRQGVRYIVATSHRREGHMFETFERI IMINFL
OLEEAVAEVYPEIRLCYGAELY YSKDILSKLEKEEKVPTLNGSCYILLEFSTDTFWEEIQE
AVHEMTLLGLTPVLAHIERYDRLAFQSERVEKLIDKGC Y TOQVHENEVLEKPALIGERAKEF
KERTRYFLEQDLVHCVAS DMHNLY SRPPFMREAYLVEKEY GEDRAKALFEKNFPLLILEN

Qv

Fig. 3 cont. CESZD
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MHIEIGYRQTKLALFOMIAVT I AT LT SHIPHADLNREGIFIIMMVEYFAFEI SRMPVER
EYRGHLIEFERTFRYSIIEVIFLMAVSFMLENNEFALSRRGAVY FTLINEVLVYLEFRVITH
QFKDSELEESTTYOKKTILITTAELWENMOVLFESDILFOENLVALY ILGTEIDKINLELE
LYYSVEERIGESTREVVDYVEINLPSEYFOLEQLVSDFELLGLDVGVDINS EGFTVLENK
HIOMLGDHS IVIFSTNEYRE SHIWMKRLLDILGRWGLIISGIVEILLIPIIRRDGGPAT
FAQERVGONGRIFTEFYRKFRSMFVDAEVRAKKELMAONOMOGGMEKMONDPRITFIGHEIRK
TSLDELEQFYNVLIGDMSLVGTRPPTVDEFERY TPESOKRRLSFEPGITGLWOVSGRSDIT
DEMEVVELDLTYIDNWT IWS DIKILLETVEVVLLREGGD

Fig. 3 cont. CPSZE
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METVY IIGSKGI FRKYGGFETFVERLTEYQRDESINY FVACTRENSAKSDI TGEVFERNG
ATCFHIDVENIGSAKAILYDIMALEKSIEIAKDREDTSPIFY ILACRIGPFIYLFERQIE
SIGGOLFVHEDGHEWLREEWS Y PYROYWEFSESLMLEYADLLICDSENIEKY IHEDYRKY
APETSYIAYGTDLDKSRLSPTDSVVREWYKEKEI SERDYYLVVGRFVPENNYEVHMIREFHM
KSYSRKDFVLI THVEHNSFYEKLEKKETGEDKDERIKFVGTVYNQELLEY IRENAFAYFHG
HEVGETHPSLLEALS STRLELLLDOVGFHREVGEEGREKYWHEDNLHRVI DECEQLSQEQIN
DMDSLETKQVHERFSWDFIVDEYEKLEFEG

Fig. 3 cont. CPS5ZF
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MEXILYLHAGRELYGADKVLLEL IKGLDKNEFEAHVILPHOGVLVPALREVGROVEVINY
PILRRKYFNPKGIFDYFISYHHYSKQIAQYATENKVDI IHRNTTAVLEGI YLKRKLKLEL
LWHVHEI IVEPKFISDSINFLMGREADEIVTVEQAVAHNHIKOS FHIKDDOI SVIVHGVDN
EVEYQEDARSVRERFDIDEEALY I GMVGRVRAWKGOGDELERVAPI LEQNFEATIAFTAGE
AFEGEEWRVVELEKKISOLEVESOVIEMDYYANTTELYNMFDI FVLEPSTHEDELPTVVLE
AMACGKPVVGEYRHGGVCEMVEEGVHGFLVTPHSFLNLSEVILOLSENINLREKIGHNRSIE
ROKEHFSLESYVENFSEVYTSLEVY

Fig. 3 cont. CPS2G
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ES 2512496 T3

MEIISFTMVHNESEI TESFIRYNYREIDEMVI IDHGCTONTHOI I FNLIKEGYKISVYDE
SLERYNQYRLONEYLTKITREKNPDLI IPLDADEFLTADSH PRELLEQLDLEKIHYVINRO
WEVMTKEDDINDSEI PREMQYCFEKPVWHHS DGREVTECI I SAKY Y KEMHLKLSMGHHETV
FGHPHNVRIEHHNDLKFRHYRAI SQEQLIYKTICYTIRDIATMENNIETAQRTNOMALIES
GVDMWETAREASYSGYDCHVIHAPI DLSFCKENIVIKYNELSRETVAERVMETGREMAVR
AEYNVERKOKEKKFLEPIIFVLDGLEGDEY INPHPSHHLTILTEMYHVRGLLTDNEQIKFL
EVHMYRLIITPDFAKFLPHEFIVVPOTHDIEQVESOYVGTGVDLSKIISLKEYRKEIGFIG
WLYALLGFVENMLNRIYLY IQRNGIANTIIEIESEL.,

Fig. 3 cont. CFS2H
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MQADRRKTFGKMRIRINMLFFVATAFMGIIISNSQVVLAI GKASVIQYLSYLVLILCIVN
DLLKNNKHIVVYKLGYLFLITFLFTIGICOQILPITTKIYLSISMMI ISVLATLPISLIK
DIDDFRRISNHLLFALFITSILGIKMGATMFTGAVEGIGFSQGFNGGLTHKNFFGITILM
GFVLTYLAYKYGSYKRTDRFILGLELFLILISNTRSVYLILLLFLFLVNLDKIKIEQROW
STLKYISMLFCAIFLYYFFCFLITHSDS YARRVNGLINFFEYYRNOWFHLMEGAADLAYG
DLTLOYAIRVRRVLGWNGTLEMPLLS IMLKNGFIGLVGYGIVLYKLYRNVRI LKTDONIKT
IGKSVFIIVVLSATVENY IVHLS FVFMPICFCLLNSI STMES TINKQLGT ,

Fig. 3 cont. CPS21
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MEKVSIIVEPIFNTERYLRECLDSIISQSYTHNLEILLIDDGSSDSSTDICLEYAEQDGRIK
LERLPHGGEVSHARRYGIKNSTARY IMEVDSDDIVDGNIVESLY TCLEENDS DLSGELLAT
FOGRYQESELOKCOIDLEEIKEVRADLGHENFFNRYMSGIFRSPCCELYENI Y INOGFDTE
OMLGEDLLENLEYLEN IKEVRYVHNRN LY FARRSLOSTTNTEFKY DVEIQLENLEEKTFDLE
VEIFGGOYEFSVEKET LOWHI I Y Y SLILMFFHGDESLPKKLHI FEYLYNRHELDTLEIKRT
SEVEFERICKELIVANKNLEKIFLNTLIREEEMKMD

Fig. 3 cont.  cpsad
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MINISIIVEI YWVEQYLSEC INSIVHNQTYHE HIEILLVHDG STDWSEEICL AYAKEDSRIR
YFEEEHGGLS DARNYGISRAR KGDYLAFIDS DDEIHSEFIQ ELHEAIEREN
ALVAVAGYDR VDASGHFLTAR EPLFTHQAVL SGRNVCERLL EADGHRFVVA WHELYKEELE
EDFRFEKGKI HEDEYFTYRL LYELEKVAIV EECLYYYVDR ENSIITSSMT
DHRFHCLLEF QWERMDEYES RGDEELLLEC YRSFLAFAVL FLGEYWAWLS KOQKELLOTL
FRIVYEQLKEDO NERLALLMNHA YYLVGCLHLN FSVFLETGED HIQERLRRSE

S5TR

Fig. 3 cont. CPS2K
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MEKKSIVVSG
LEGAFGPEWV
LPOWVVPLIF
FIARVMANER
LEGHNMVLNHQED
DLLSYVEYYL
FEVFLYSFEA
VLHYEVAKEE
AVLVVYRYIF

LVYTIGTILY
HEREXKFDDEY
LOSLMIVVOG
TTEVLACYSH
ATMLGEMLTL
RIGLEVTFGE
NIQFYSGHNTHK
YAYDEVAIST
REELTVALNT

ES 251

OGLAFITLPI
STLMVSSIAF
FFTTYLVQRD
WESQOKHNGLH
SDVRLYSFGY
LTIYPELRAML
FLPIGTFIAG
FVEVIALRAY
FREERSE

Fig. 3 cont.

2496 T3

YTRVISQEVY
FLPIFGLSFL
QSMUTLELSY
FREDYLBYGL
TLASILQIVE
LGGSEYREFSM
VLHMISVHEVL
YTGLMTVEVG
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GOFSLYMNESWY GLVGLFIGLQ
LSQPLSLLEG
LEAVINTALS LFLTFPMEND
SISIPLIFHG
SELNTVWCEW YFEKKRGADK
GEFIPMIIVGY
IPTENLWCOCE ATTASYLLLL
SIWIRWELGI

CP520



MVWYIIAEIGC
ESDSQLEMTR
MEVYKIPSGE
TEYFTFYPAL
EKHFTLDNEM
VAKKRIAKGE
HEAFENQHM

NHNGDVHLAR.
RLELSFEEYL
ITHLEYLEKI
HLHVLHTLEK
EGPDHEASAT
VETEENITVK

ES 2512

EMVEVAVDCG
DLRDYCLEKG
GROAEKKVILS
EFPHLTIGYS
FOILARTLVEG
RFGHGISFME

Fig. 3 cont.
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496 T3

VDAVEFQTEFE ADLLISKYAF KAEYQEITTG
VODWESTFFDE ESLDFLISTD
TGMAVMDEIH QAVHEILOENG TTDISILHCT
DHSVGSEVFPI ARARMGRELI
VRIVEQSLGK FEKEFEEVEV RNKIVARKSI
WYREVLGOVSE QDFEEDONIC

CP52F
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MEKICFVTGS RAEYGIMRRL LSYLQDDPEM ELDLVVTAMH LEEKYGMTVE DIEADKRRIV
HKRIPLHLTDT SEQTIVESLA TLTEQLTVLF EEVQYDLVLI LGDRYEMLPV
ANARLLYNIF ICHIHGGEKT HMGHFDESIEH AITEMSHLHL TSTDEFRHEV IQLGENPTHMY

Fig. 3 cont. CPSZ0Q
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MELGIDFAED YYVVLFHPVT LEDNTAEEQT OALLDALKED GSQCLIIGSN SDTHADKIME
LMHEFVKQDS DSYIFTSLPT RYYHSLVKHS QGLIGNSSSG LIEVPSLQVP
TLNIGNROFG RLSGESVVHV GTSKEAIVGG LGQLRDVIDF TNEFEQFDSA LOGYRAIKEF
LSVQASTMKE FYDR

Fig. 3 cont. CPS2ZR
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MEEKVAFLGAG TESDGVLFWL DRTRYELIGY FEDEFISDYR GYPVEGFLOD VLTYLDDGEWV
DAVEVTIGDN VEREEIFDLL AKDHYDALFN IISEQANIFS PDSEIKGRGVE
IGFSSEFVGAD SYVYDNCIIN TGAIVEHHTT VEAHCHITPG VTINGLCRIG ESTYIGSGST
VIQCIEIAPY TTLGAGTVVL KSLTESGTYV GVPAREKIEK

Fig. 3 cont. CPS25
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MEFICLIFAR
CETTGWQVLM
GEHVHERMEL
YPNGRIYISS
ITEDYQRREQ
LENOGLELAT
VEVITIAYTL
HFNQIGUERV

ES 2512496 T3

BGEKGLPNEN MLFLDGVEMI
RPADLATDFT TSFQLNEHFL
TEHGQRDHVY SEFTEVDEEPT
KOAYLADKTY FSEKTAAYVM
GHEPEYEREL KRLCEQRVHD

FHATIRAAIES
QDFSDDOVEV
LESTLDENGF
TKEDSIOVDD
SLVIGDSELL

PIKKVLLSLG VHNODLITDYFL HMIEDTIRQL

FROSVSHNEEI VQLNDVIVQS
HOLILTSLTR

Fig. 2 cont.

ASELGISVID
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GCFEKENIYV STDSEVYKEI
LLOVTSPLRS
REDIAGLGGS YRRQDEKTLY
HFDFTGVIGR
RLLLDGFDNI SIGGMTRSTA
MESLVSKRED
LNEVVEKEAM LDYQYTHDGL

CP52T



ATCGCCAAN
ACCRAATGCT
ATGATGGETTC
TAGRETTTGR
RATTTTICTT
TTCRCATTAR
TAATTATTAR
ARCGGCTGAR
TCACATARRC
TATCATTACC
GTTTTCARCA
TTCGTTTCAG
TTGATATTRR
TETRACTTTT
ATGATGRAARC
TETTAGTTCC
TTTTGCTCAG
GRTGCTEAGG
AGRTGCAAGE
CECAMARARCA
GTTTTRATTG
CTGEGTCRARRE
BEETCTCTGGE
TACATTGATA
TATTARAGAC
CEETTCTTCA
RARCCGTTTT
BEALTGRARD
CARATCTCATT
ATTATTTCAT
RCATCGGARN
MACTGEAARR
GTTCAGTGGE
TETARCRGTA
ATAARRCAGH
CTGERCTATAT
CARGTTACARRM
TTTATGRATT
TTCOCTRGATH
AGATAATART
TTTGAARRAR
TARARCARAT
TGRATAATAR
TACAGATATT
TAGTTCCTTC
TEAGCAADRIR,
AAATGTTACA
GRATGTATCG
GTTTATTGAT
ATTTTGETGGEC
TTATTTATTT
TCRRATAGAT
AGTGGARMLRR
ALMATTTAGGT
AATRAATCTA
TAARATTATTT
TACTTCTGGT
TATTTCATAT
ARATGARLTT
GARATAAATT
CCATAATTTG
ARRRAATAGT
ATATCTECAT
ACTATCTTAT
TATCGARCTAT
AATARRATES

Fig. &

GAARTTGGCAR
GATTTAAATC
ATTATTTTEC
ARARACATTT
RCGGCAGTAT
TARRCTTOET
GCAGTTTARG
CGATEGGRAR
ARRTTCRAARR
GCTCTATTAT
BEGERACTEE
ATTTTGAGTT
TTCATTCGEET
TCCACBRATT
GRCTTTTGGR
AATTATTOGT
ARACGRGTTG
RGCGCARARR
GTGEEETATET
AGTTTAGRCSE
GCGATATGAG
GRGACGATTG
CAGETTAGT:
ATTEGEACTAT
AGTGARAGTT
GGREGEACATT
GGAAGGRARGA
AATGTATCCR
ARTTTRGTGR
CTEETGCGEC
ACTATTTGGER
CTRGTTTATC
ARGAAATGAR
GEARCTCRTE
TTEATTTATT
TCCAGARTAT
GAALTGEARC
CATTATLCAD
ARRARAGTAT
ATTTTATTTA
TTATTEAAGT
BETTCARAAR
ABRRCATECH
ATCATCTTCT
AGAATACCTS
TATARAGAAR
GATTATTTCC
AGCTTTTGERR
AGRATARAAR
AATTCTTTTA
BAGTRATCTR
TATCTRRATHE
ATCAACATCT
TTTTTATTIG
AATTTAARGR
BAATARTGACT
TGATTATTIT
BARAATTTITIC
TTATTGTITT
TTGARAGATT
GATTATTECA

ES 2512496 T3

TTATTTGATA
GTTCTEGART
RTTTTTTATA
RACTATAGTRA
CATTTTTGTT
TTTGGTATRC
GATAGCTTTC
ATATECANGT
ARATCTTETT
TCTETGCARG
TCGACCACET
GTTRGETATT
TTTRCTGCET
TTTRTRRGCC
TATACTOGER
AGAGATEETG
GACAGALTGS
AGACTTGCTC
TTTARAATGS
AGTTACCACR
TCTAGTTGET
BETTTTAART
GTCCTRETRA
CTGGTCAGAT
GTATTGTTGR
TGACTCACTT
RCARCSTTTT
TGTTACTTTC
ARAATACTTT
CGTTGCTGTC
GCARRGACER
CCGETARCRGR
GAAGGTATAT
ARCARCAGTT
GRARMARALT
TGCAAGTATR
ABTATATTAA
AGGAALDADD,
GGTEAMNCATEG
TAGAARRTAT
TTCTARGCRR,
TTTAATGRGE
TATTTGATRA
CTCAGGAGRE
TATAATTATT
ATAGGATATA
TARTATATCR
TRCTATTTAC
RCATGETCTA
TCARATERRA
BATETCCRER
TEGRARTTTA
TCTCCTRTTG
CTAGAARGTT
AATTATTACT
CGGAATATIT
TATTOCAGRG
ARRRCTRAAGT
TRATTATGGTC
ATTTGCAGART
ATARATGTATT

ATCTTTTTTA
TGTATATTAT
RACAGGOETC
CCTACGTTAR
BACARTTTTT

GTTTTTTRET
TCARAATERG
BABRCRAGET
ATACCACTAC
TTTCTIGTET

TGATRECRET
TTTTATCATA
TCTCETATGE
TARTATTTGC
GGAGRATALT
CTATTTARCG
TATTTTCGAC
TITATTTGRA
GCATTEETAG
RAGCTATRAGH
CITTATAART
GATGTAAGCG
TGARRARCRR
TAGTCATATC
GOGGTAGTCG
GACCGGCTAT
AOGCATATTT
NGCCRAIRCT
GAARRRCGAT
GTTTTATAAT
ACACGTCCAC
CAGGGATTAC
TATCRCAGAC
ATTABARTTT
GAGAGGGRAG
GTATTTGTTA
TGEGTAMCAT
CRACRAATCG
CTTAGCTTTC
CCCTTCTTTT
TTTRTATTGR
TATTTTTATT
CCTARRTCTA
TARTUGATTG
GGARGTATAR
ARRRATTTCT
CARRTCAEZRR
CRATTATTGT
TRRATGATCA
AGATGATTTG
ACTRACTTTA
ATCARGAARR
TEECTTATCR
TECRCACCRT
TTARATATTC
TGARCGAETT
GAMAARARILCTR
ARAGATTGTT
AGRATARGAT
ACGARRCAGD
TEARCTATTT
ACATATATAR
TCTTTACACE
AAAADTOGRE
AAARDATRAR
TATTTTTARG
CARRRGTATC
TAATATTARR
TATATTATGT
TTTACTGCTC
ATAATTTGETA
TTTATTAGGT
ARAGATATTG
TEETTGGCTT
ARTTATAGTT
CTTGCTTTTA
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TGCARTTTCT
CRAGTTGARTT
TTCECACTTT
RATCTATCAA
TTTTAGETAC
CTACCARGTG
RARARTCCAR
GGTTRATTAT
RCATTCTACA
COTAGARTTR
CTACAGTTGAR
TTCGRACGACG
TRRETARAAG
TTGATHAAGA
AAAATTTTAL
AGTATTTGEAT
TTARCTTEEE
COGRACGRART
GTRGTTATTT
TCARGTAGRG
CATCARMTAR
TAARTTTTTCT
TCAGGATTTA
TTGATARTGT
TIEETTCTAR
ATRCAGARCAR
TEATTCTATT

ATRGTTGATT

GCRATCTTAR
TGAGTATAGR
CAAGACGTGE
ARAMRGRCOGR
RERRATAGHT
RETTTTTAGA
CTGCTAGGETG
TTGTGETATA
AGTTTCEATE
CTCCARTTGS
TGARTTTGAR
TACTTCGGTT
TATATGAARS
GGATGCARGA
GTGATGRGAR
CGAGTTRATA
GRAGTATTTTT
ATTTATTCAA
GCCNCGGAGE
TTTGTARGARN
TARTTTTTTT
CAGATTTTAC
TATGTTGRAAT
RCTGTTTAGA
TTGGGTTICE
TTATAGAAAR
BATGAATTGC

TTETGAGAGT

TATTTTTATT

TTTETTTCAG

TTCATTTATA

TATTTTTAGA

TCAATTCCET

AATTTTTATG
TARGTCACARE
AATATTEATT
CRGACARCCTT

TRATCTTTGC

CARGTCATAT
GETAATCTGR
TGCOGTGTAT
TTCTARTTAC
ARRATTAATT
CGTARAGCAN
BCCATRGCAT
GTTTCTATTT
GATETATGTT
BCATTTCATA
ARARTATACTC
GEACTTAGCR
TTTETTTGGT
AGTCTTTTER
ACCAGATGTT
ARTCTACATT
TARTGRTTTT
ACAGGATATT
COCCECTRCT
GAATTTTACH
TGETGRAAGAT
TEEAGAGGER
TTACARALRCE
ATTTTATTAA
CTTCCACATG
ATATGRATTT
TARATGCARG
MATGTATGTT
ARATTTAATTT
TATGTTTGTT
ATARARALTT
ATAGERCTAG

ACTTATAARA



TRCCGATCTA
GRGATATATA
ATAGTRRTAT
BETAATTCTAG
TTRTCARGGA
GTTACGGGRA
CATTTTTITTA
ARAGTTATGGER
ACRTCATTAG
CTTCAATAGG
TATGGAGRCR
TRRATGTARTT
TTRGAGGTTA
ACGATGGARG
TCTAGCAGAT
GRCTATATRG
ATATRBACTGA
GAARDARIGH
GRGACTGTARA
ATATTATARR
TATTGGTGAG
GAATATTATT
TTRATCAGAR
AAGAGRAGTTT
GRGARGGTTA
AGTCTTATCG
AGCCARMAGH
GTARTGTTAT
AATGGATARA
ATTATTARATC
TRAGATGRTGGE
ARTTTTTTTC
AATCATEGAN
GATTAGTAGR
ARGTGATTTA
AATOLTTGATT
GAGARRRARRD
ARGATRCRTHR
GEAGRAGHTT
TTTATITITA
TTTTAARGRA
TATECTEAGE
TACGTTGGER
TTTAATTTTT
TTGTTAARAG
TTAMARARAT
TACTATTAGT
AGCATTGTRA
TGGTGRATGR
TCGTTATITY
CGTAATTATG
CEGAGTTCAT
GRATGCCCTT
CTTCCTACAR
GTARARAGCT
ATTTGARGAT
GATGRATACT
ATTATETTGR
GACTGACCAT
GATARACRGT
CCTITGCTGT

TTTARGTGGA
GETGERAALT
TTGTARTACT
AGARTCARGT
BGTATTGATA
CTTGGCTCGE
TAARTCAGGA
GTTRATGGGEE
CCATATTTTT
TATTTGGRAT
ABARATGAAT
RACRGTATTA
TTCTCGTARRA
AATTARATAT
GCTCGARATT
ARGTTGCART
GTATARTGCC
ARTRGTARTT
ARGAATTTTT
BGATATARRR
GATTTGCTTT
ATARTTATGT
ATTCTCTATA
AGTCATTATT
BRTGTTTARR
ARRAGARARTR
TATTTATCAA
ATARGAAATT
ATTAGTGTTA
ARARTTATRR
CTCTGTRGAT
ACTARTCRATR
TAARGCGEGRG
ABARTTATAT
TCTGGETTGETT
TTGAARGCRAT
TTTTATGARAT
ACRGRTCTTT
TACTTTTTARA
TRGELGAGET
GGTGTGTITT
ATTTTGACGT
AGTATTTTAT
RGARATCTTT
TATCTRACHA
ATTATGGTTR
AARMATTTCTA
ATCAGACUTA
CGGTAGTACG
BRADDAGRGR
GCATARGTCG
CCAMCGTTTA
GTGGCARETTG
ATCRAGGCTGET
GUTAGRGECG
TTTCGATTTG
TCACTTATCG
COGAGARAAT
CGCTTCCATT
TCTTACTAGA

ES 2512496 T3

TCGAGARTTG
TTECTTGEAT
ACTTATTATT
ARCGAAGCTA
ARGTATTRGR
ARGTCATTCA
ATRETTGGGET
ARRCRGCRCT
CATATATGARM
ARTRTAARTT
GATTTAATTT
TTRACCARAC
TGATGGARGT
TACRRAGRRRR
TCGGACTAGA
GTTCGAGAGA
GATATAGLRE
TTCATGTCTT
GTCRGGATCT
TTCCAARTTA
TTRATTTEER
CATTCGTAAC
AATAATATTG
TTGATGCARA
CARARTGTAT
CGTAGATATC
GARRGCATTT
TCRARAGCRG
TTGTTCCAGT
ARDTATRGAR
GATTCTGCTA
GTGGEAGTATC
TACAGCTGAR
TTTRATATTR
TGTACGCTAC
TARTRACCGTG
TTGTATATAR
TTCRAGAGRA
TCTGCATTAT
ATACTARGTA
TGCAATTGGA
ATCRATTGTT
TATAGCTTAC
ATAARRARTA
ARATTCTTTG
TRARTAGGARG
TAATTGTACC
CARACATATA
GATRATTCGS
ROGGUGEGEECT
CGOCAAGGGT
CROGRARGCAR
CTGGTTATGA
TCTGRGCGGEC
GATGGTCATC
ARRAGGGTRA
CTTGECTCTAT
AGTRTCACRA
GCCTACTGGA
GTGTTATCGT

GTAGTTTATC
RARRRAGCTR
TTRRATACTSE
GATTTATTAT
ARRCRRTRIT
GGCTATATAT
TGATTTTACT
ATTTTATTIT
ACRATRGATC
TTRARRRGGA
CRGTTATTGT
ATATRCTRAT
ACTGATGRTT
TTARTGGCGG
ACATGCRRCA
RT'GCATGATR
AGATRAGATTT
ARCCERGHRELE
AATATRGAAR
ATAATAGRAG
GGTCTTGRAC
AGTTCGCTTR
ATTTAGTCREC
AGTTATTARA
TCAACRGATT
CATTTATTAR
AGTTACGTTG
TAGALEETARR
TTATAARTGTA
ATATTATTGR
ARATATGCAR
AARTGCTAGH
TATATTATGT
TRAARAGTRG
TTTTTCRGAR
CAGGACATGE
ATARTATTTT
TCAATGETTAR
TTAAAGAATA
CRGTARATTC
ARRTTTGECAA
ARAGRTRCTA
TRATGTTTAR
TTATTTTARCD
TCTARARATT
ATATCATGEGER
TATATATAAT
GRGATTCTTC
AAGAARATTTG
ATCAGRTGCC
GACTACTTAG
TTEAGACHGA
TAGGGTAGAT
AGGRATCTTT
GETTTGTGEGET
GATTCATGARN
GRGTTAGARA
CTTCTAGCART
ATTTCAARRET
TCATTTTTAG

TTTGTTTTTA GGCAAATATA ATCATTGETT

Fig. 4 cont.
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GCTRGCRATHR
AARTTGCTTTA
TTATTTGGAT
GATGTTTTCT
CGATTATTAT
ARCCAATTTAT
CTEAGAAAAT
GGTARATATR
TTGTTTAGTA
ATRATGTTTG
ARTGTARCAC
ARGRTTCEERG
GTTTEGATAA
TATTTGATGA
GATARARTATT
GGAATATGCA
TTGTTGACTC
HEATATRAATHR
TTCTACTCCT
TAGATAGAGT

AAACAAGTGA

ATRCGGARARAR.

TITGTATARG
GTRAGRAARAT
TTTAGCATAT
CTTTTATAGAR
GOTTCGEGET
GGCCTGTAAT
ARGTTGCAAT
GRACGAATGG

GRGCARRCHG

TTAATTATAT

CCATGAARTT

ATGGAATATC

TTTTTTTATG

TATATTAGTA
ARTGTCCANG
TTGCTTAMAAC
TTGCTTITTGT
GACGARRRCG
GTGCARGCTT
GTGTAGTRGT
ARTTRCCCCT
TEAGTTCTTS
BATTTTCGCC
TRRGTAGTTG
GAARRRGATA
TGATGATETT
ATTTTGARAGT
GTTTGTAARC
TAGTTATTTG
TAGTATTGTT
CAGTCTATTT
RATTGTTTCG
ARTTTATCTRAA
GCGAAGRLAG
CTCRGRATGAT
ATTTCTTARC
ARACTCTATA
AGTTARGGRG
ACTTCTATGR

CARRRGARGT

GCTTGTTATE

TTGGCTETTT

CGARTATTCAR

TTATARRARAR
CTATTCTTTT
ATTATCTTGR
TATATGARAGA
CGATTCTGAT

GGTATACARR
TATTCACGAG
TGATACTAGA
TTARGTTARA
CCARTATTRG
TARACTATAT

TATAGARAGT
ARAGAGTRAR
GTTGATAGTA
GARATAMTCCA
TATATARGAR
ACTGARCATC
TARGCARATA
TTGACRARTT
ARCARRGTTT
ATGTATAGAT
ATAGTCGCAT
TTTATTCATT
AGCAGAGECG
ARRPAGRACT
TGCTTGTACT
ARGTAGAGGA

TT



ROTKLALEFDM
EFEKTFHYSI
1IKQFKDSFL
SLPLYYSVEE
DINSFGFTAL
LVPIIRRDGG
MOGWVCFKMG
GOKRRLSFKP
LETVEVVLLE

IAVAISAILT
TFAIFLTAVS
FSTIYOKKTI
RIEFSTREVV
KNKHIQLLGD
FRIFAQKRVG
KTILELLGLD
GITGLWQVSG
EGSK
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SHIPHADLMNR
FLLENNFALS
LITTRERWEN
DHVFINLFPSE
HSIVTFSTHFE
QHGRIFTEYE
ISYRKTSLDE
REWITCEDDV

Fig. 4 cont.

SGIFIIMMVH
RRGAVYFTLI
MOVLFESHKD
FLOVEQFVSD
TEPSHIMMER
FREMYVDAEE
LPQFYNVLIG
VRLDLAYIDH
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YEAFFISRMP
REVLVYLFNV
IOENLVALVY
FELLGIDWVSY
LLDILGAVVG
RKKDLLSONQ
DMSLVCTRPP
WTIWEDIKIL

VEFEYRGNLI
LGTEIDKINL
LITCGIVSIL

TVOEFEKYTPE

CFS1lE
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MEKVCLVGSSG GHLTHLYLLK PFWKEEERFW VTFDKEDARS LLENEKMYPC YFPTHNRNLIR
LVENTFLAFE ILRDEKPDVI ISSGAAVAVP FEYIGKLFGR KTIYIEVFDR
VHESTLTGKL VYBPVTDIFIV QWEEMEEVYP KSINLGESIF

Fig. 4 cont. CPSL1F
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ES 2512496 T3

MIFVIVGTHE QDFNRLIKEI DLLEKNGSIT DEIFIQTGYS DYIPEYCKYX KFLSYKEMEQ
YINKSEVVIC HGGPATFMHS LEKGKEQLLF PROKEYGEHV NDHQVEEVRR
ILODRNILFI ENIDDLFEKI IEVSKQTNFT SWNWFFCERL KQIVEKFNED QENE

Fig. 4 cont. CFE1G
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MFELFEKYDFE
WEILCEVSVV
KLENSIEFFSE
TTIIVSIPLI
LIWRYIGGHEFE
VLENNILFGY
IKKSYGVRGE

Y EYFWLI
TSMFVEINEFE
LVLLGISALY
FALIENEMOQ
BRWIKELIVIF
GISEYSVTET
TALFYFTSLA
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IFIPEQKYVFE
RLEFRDFTAPI
ITONGEDIVE
FFFLCLAFIP
VILLIILHTE
WLGSHSGEYIS
IFFIYETIDF

Fig. 4 cont.
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LLIFMNLILE
IWIIAIMYYH
LORHLIGLDY
TYLSGSRIGS
LLYHEILAVY
FEYRSGIVGL
IITILVLEFES

HIKFLETRLI LEMEILLFLL
LYSFINIDYK
LITGVETRLY GEMNYPTLHT
LSPLAILITIC
HSRESSHEAR FIIYQGSIDE
ILLMESFEYV
SIGIWHNIREF EKDMETENE

CP51H
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MHDLISVIVE IYHNVODYLDK CIKSTIRQTY THLEVILVHD GSTDDSEEIC LNYMENDGRI
EYYEKINGGL ADARNEGLEH ATGEKYIAFVD SDDYTEVAMF ERMHDMNITEY
HADIAEIDEC LVDEHNGYTEE KERNSHEHVLT BREETVEEFLES GENIEMHVWC ELYSEDIIHED
IKFOINNRSI GEDLLFNLEV LNNVTRVVVD TREYYYNYVI RNSSLINOKF
SINNIDLVTR LENYFFELKR EFSHYFDAKV IKEKVKCLNE MYSTDCLONE FLPILESYRK
EIRRYPFIKA KRYLSREHLV TLYLMKFSPK LYVMLYKKFQ K(Q

Fig. 4 cont. CPEELI
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MDEISVIVEV
FETHHSGVSH
DLSGCLYATFE
Y¥ITODLEQERQ
KEGVFLGOLEN
IFRNLYEKYY

YHVDKEYLSSC
ARMHGIERET
SENIHNHEFEVH
WLGEDLLENL
LOKOVIVLEE
FHLLEVSHNEN
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IESIINONYE
REYIMEVDSD
HENIDFERIN
HYLENIDRVES
QIYGEDFDVS
SLSENFCIRL

Fig. 4 cont.
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RIEILLIDDG
DVVDSRLVEE
TVODMGEENFE
YLTEHLYFYR
IVEDTIRWOY
VENKVFEEIL

SVODSAKICK EYEKDKRVEKI
LYFMIIKSRS
MHLXXHNIEFS TPVCELYQHER
RGILSTVHNSF
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CPS51J



ES 2512496 T3

MDTISKISII VPIYNVEKYL SKCIDSIVNQ TYKHIEILLV NDGSTDNSEE' ICLAYAKKDS
RIRYFEKENG GLSDARNYGI SRAKGDYLAF IDSDDFIHSE FIQRLHEAIE
REMALVAVAG YDRVDASGRE LTREPLPTHO AVLSGENVCK KLLEADGHRE VWACHKKLYEX
ELFEDFRFEK GKIHEDEYFT YRLLYELEKV AIVEKECLYYY VDRENSITTS
SMTDHRFHCL LEFOMEBRMDE YESRGDEELL LECYRSFLAF AVLFLGEYNH WLSKQOKE

Fig, 4 cont. CPS1K
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ARGCTTRTCG
TTSARACACC
GCAGTAGCAG
ARAGATATAT
CTCGCGCTAT
AGTGAACGAA
RACGATATGA
GCTATACTCA
GATCGAGCAR
TGTGTTGCTA
GGAGGCTTAT
AAAGRATCCT
CTREATTGTG
CAGTARAMCGA
CCATGATTTT
TTCTTGCAGT
TTAARRAGTCT
CTTAGTTTAR
GTGGCAGGCT
CATTACTCCG
CTATCCGTAA
ATATTTTTAT
GGTATCGTTG
GRARRCCGTA

AGGCAAGTCG
ATATTTGTCT
TTGTTARAGTG
CAGACCAGGT
GATTCRTGAR
TTGTCAATTC
TGATTGAATT
CCTAGAGTTT
TTACTATTTA
TTTATRATAA
TTTTAGCAAT
TTATTATTGA
AAGCGGGTTG
TATGTACCTT
GATTRCCRAG
CACAGCTTTT
GGAATCAATA

TAGCCTTGGA
ARACATTGTA
ACACGTTTTG

TCAAGGTGTT
AGARARAGTT
AAGTTTATCC
TAAGCAAACT
ATTCTTTTGG
GTGACGCTAC
CGCCCTAGCG
GGTARATAGT
ARGARTTTAR
GCGATATGCA
ARGTTGCTAR
CITATGCTAT
GAGAGARAIAR

TTGATACTCG
GAGCAGACTCG
TTTATTCGTA
TTTCATTAAT
TATCTGOGCA
TTTAGTTATC
AGGRTTGTTT
GAAGEATAGC
CAATACTGTC
ATCGTGATCC
ATGATATTCC
GCCATCCCTT
GGAGTGACCS
CATGTCTGTC
TGTTTTGGAT
TTGTCACAGG
CGCCTARACG
ATTCATCGAG
GATATTCARG
CGATGTTGTT
TGARGCAGTG
CTARARCTGC
CARATGTCAT
TTAARCGAGC
CETGEAACTC
TETTACGGTT
TTTGGTTATC
TGCEATATGGEGE

GRCACACAGA
GREGARRCTCT
ARARTATTTG
ATTTATCRAT
TGCAARACAR
ARACGATGTT
TTAAGRGTCA
GTATATTTGG
TATTATCTCA
TTGCATTGGC
GTAAARACAA
GACGCACCAR
GTGGGCGCET
TAARTATTTTT
TGACTTARTT
GACTAACCGG
AATTAGATEG
TGTTTCTTRG
GGECAGAARG
AARGRARRRC
ATTCCAACGG
ATATAGTATT
AAAGAATTCG
ATTATGAGTG
AARMGCRRCT

ES 2512496 T3

CGCTATATCG
ATCATGACTA
TGARRRTACGH
TGAARARRRG
AGTTCRGTRG
TTGGGCTARC
TTTCATGCAG
ARTCATGTGEC
ARARCGTACT
TAATTTATCT
CAGRAGGARATT

TARMAARACCH
TGGATTTAGE
TGTGCATGGR
TTTTTGGATG
TCARTTTTAT
TRCGCGTTAC
TTCATTGTTT
GTTTCATCTT
GGAMAGTCTT
CCACTRRGRA
ARAGATCGAR
RARTARACTT
ACGACTGGTA
CTTTARATGG
TCAATAATAT
AGTGCCTTTC
CAGGATGRAT
AGCAGGTGGC
CTTGITGTTG
AGTTACTGGA
ATAGAGAATT
TATCATGCTG
AAGRRATARATA
ARRGETTGOC
GEGAGOGALT
CAGGTCAGAC
TIGTTCCGLT
ACCGACTTTA
CAAGCTGGAC
CGAGCCAGTA
GGARGAAATC
ACGRGGRATT
TGEGETCGCGT
GGATTACTCC
GARTRAGRAR
TAAGTTCTAG
GATAMATAGCAR
TCAARAGGGA
GGGATTGCTA
ARTTAAMATTA
GTCATACTTT

ATATTATGTT
GTACATICCT
GARMGGATG

TGGCGACATC
ACTTTCTTCA
TTGTGCTATG
ARAGTACCCA
TEATRCTCCT
TCCCGTACTT
AGAGRAGTRGA
TGARGCCCAC
CGGTATTTTT
AGTAGACCTC
TGGCRAARGAT
GGCGATTTRA
AACTETTACT
TACGTGICTT
TTATTATTGA
ATTTGATTCT
ACAGGGTATC
TTAATTATCT
AGTATCCTTA
ACATGAGACG
TCTTAGTAGT
ARTTGAATTT
GGARACATTTA
GAGGAATTAG
TAAGGAGCGA
GCCEAGTATT
AGGAAATTGA
TGAATCAGTT
TCTATCGGTT
CTTGGACATG
ARAGTACCAR
GATTTTTARGC
CRECACATAR
TITTIGGART
ARATTTCGTTA
AAACGTGTTG
TCARTTTGCG
ATTCARAGAG
GGATGACTCG
ATTTGGCARR
CARATCCTGG
GGGATTGTAG
ATTATCAACA
TACRAATAAG
AAARRGATAG
GTRRAANATA
GRAGGTTAGA
ACTRAGTGCT
GATGTGAAAT
TTGTTGTTCT
GATTCTRAAG
ATGNTTTATA
GACTCATCTA
AACAAGTTTA
TEGCGATTGT
ATARATATES
ATTAATGGTC
CARAATATGA
CAGTGTAGCT
AMATTTTCAG
TAGGGAATCT
GGTAGAGGAT
TTARARGTCG
TTGCACTGAR
BAATGGATTC
RAACARIPACC

81

GAGARARTTC
GGTAAGATTC
ATRATGGCTG
GCATGTTCCT
GAAGAATGTG
TGETTTCAAC
CAGAARTGAT
GCAGTCCGGT
CRAATTAGAR
TTATTTCATG
AGGTGGAGAA
MAATTGGCRAG
AATCTGGAAT
GRAGRACGTG
CAGTCGGACA
ARATGAATTA
TTTTTACTTT
ATACCTAATT
ACARRCTATC
GTATCCARTT
GAGTCCAATT
GTCCGGTATT
AARTTCCGTTC
TTARAGGATC
GATGRACTGC
TGGTCCACGL
TECARATGAT
GTGATGAATT

TGRAGGTTTG
TGATGATGTT
CGACTATAGH

AAMGGGATGT
GTATTATAGT
TTCAAGAMGC
GRCAAGGGAT
TTTAGTACAT
CGTTGCTARR
TAGRACGCAA
GAACGCTTCA
RAARATAGGA
ATGTAATGCT
GATGGTGGTA
TAAAGTTTTA
TTGAAATCTG
CTTCTTIGGTC

AGTTGGTCCC
TTCATGEART
AGATRARRGCT
TTGGGAATET
ACGATTCCTG
ARAAGTTATC
TCAGCGARCA
AAARATATGT
AACRRCARTA
TGTAARCGTR
ATTTAARACAR
CTAAGGCGAT
CCAGCCTTAT
GGAAATTGAT
GTGTTGTTGA
TCCTTGTCRA
TTTAAAACEA
GCATATRCAT

ADN Serotipo 9



TATTGAGRTA
RRCCCRGECAC
GCCACATGAC
TTCCGTRACGT
TCGRAATTTG
RATAGGAGES
ATTTATGTITA
TRGGGTCTTT
AARTCTTARG
ATAATRAAAC
ACGTTATTATT
AARRRIOTAT
RGGGGCRTTA
TTTCAGRTCA
CCARTCTTTG
AACGGRAATR
CTCTCTAGR

GATGRGTTCT
GATGRAATAT
TGTARTGTTT
AGAREARTTAT
CARRCATTGA
GOAACRGAGR
GCTCARGERA
GTTTARTATGC
GARATAGTAT
AGTTRGATTC
TGGGATGATT
TCTTTGGATT
TCARRCATTT
AGATGATATT
ACAGAGARRAR
TTATCAGTAG

ES 251

TAAATTCTAC
TRARGATGGC
AARARGRARR
TTCCTTTGGE
TGARRCACTA
ACARRTTARC
TTGTTACACC
CARCTTGGAT
GARTTACAGTA
ARTTCGARAT
GCTOGACAGA
CATGLGTTGT
ATAARTTTGR
TGGEGRCTGTC
TETATCARATG
CCCAGATACT

Fig. 5 cont.

2496 T3

TAGTGAAATA
AAGGCOGGEAG
GTETCEAGAG
TGCGCATGAT
GTTCTTGCAC
AGTTGGEACAT
ACTAGATETR
ARAGARRRCTC
TTGATGECTR
CRARRGTGTAT
TGRTACAATR
CTCTCRARAT
CARAGTTAGT
ATARARTTGR
GTGETTTTGCA
TCGEEATAGAR

82

GTTTCTCATA
AMATCCATGT
AGCAGGGEEE
TGCTTCAGGR
GTGTTGGARA
TACTARTTGR
TTTATTAATC
ATTTATGGRR
CATATRRTGG
CAGCRAGRACARRA
ARRAATANTRR
RARTCTAATC
TCRGGRAGGR
GACARTGCTT
AATCCAGATT
TCRAATACGTA

ARRATGTTCC
TATCARACAC
TGEGATGTTC
BAATTTRCAT
ARGOCCATTT
ARGATTATAT
ATAGTCTTTT

GATTGATGAA
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AYROQGVRYIV ATSHREKGMF ETPEKVIMTN FLOFKDAVAE VYFEIRLCYG AELYYSEDIL
SKLEKKKVPT LHGSRYILLE FSEDTPWEEI QEAVNEWTLL GLTPVLAHIE
RYDALAFHAE EVEELIDKGC YTQVNSHMHVL KFTLIGDRAE EFEERTRYFL EQDLVACVAS
OMHNLSSAPF FMREAYKLLT EEFGEKDEAKA LLEEWPLMLL EWNQAI

Fig. 5 cont. CFS9D
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MDLGTVTDKL
YLILSFRLKV
RFILVSLFLS
KLNFEIVGIV
SLNGKEREKI
LHQFFOGKTI
ELLEKYQGKI
TFGTKNVAER
PEOTOFAAVR
HLAKGGEIFV
YEELLSTEER

LERNSKRLIL
FSLITRYTGY
YVMLITFRIV
DRDPFHELGTF
VEICNTTGVT
LVTGRAGGS1G
ELVPLIADIO
AKTREVAKEV
FGHVLGSRGS
LOMEEFVOIL
VEEQIHEKIF

ES 2512496 T3

VCMDTCLLIV
QSYVKIGLSL
WKVLHETREN
IRTREVLGHR
VHEMPSIEDI
SELCROQLAKF
DRELIFSIMA
MVSTDEAVNE
VVELEFKEQIR
ELARKVILLS
VGRVTHEQSD

Fig. 5 cont.

SMILSRLFLD
ISAHELFLII
RIRKEKDSPLR
MDIPRLVEEL
MAGHMEVSAE
TFERLLLLGH
EYQPIVVYHA
PHVMGATERW
KGGEVTVTDFE
GHTEEEIGIV
IVHSFINGLL
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VIIDIPDERF
SMVLWQRESY
ILVWGERGEDEE
AVDOVTIALFP
QEIDVADLLG
GENSIYLIHR
ARHEEVPLME
AEMIVTGLNE
RMTRYEMTIF
ESGIRPGEKL
QEDRMELENM

ILAVLEVSIL
HIFINTVEDR
REEVVLDODE
YHPHERVKNN
EASRLVIQAG

LIEFREQE

CPS9E
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MYPICKRILA IIISGIAIVV LSPILLLIAL AIKLDSKGFV LEFEQERVGEN ESYFMIYEER
SMYVDAPSDM PTHLLEDFEA MITEVGAFLR KTSLDELPQL FHNIFKGEMAL
VGPRPALWHNG YDLIEERDEY GANDIRPGLT GWAQINGEDE LEIDERSKLD GYYWVONMELG
LDIKCFLGTE LEVARSEGVV EGLTGREGES

Fig. 5 cont. CPS9F
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MEFSVLMEVY EKEKFEFLRE
FFETIALEEN SGLGIALMNEG
IKQWFTIDIE IDEFLNSTSE
GYQTLPYVED YELWVEMIAS
HSWTLLIEFM LAQGIVIELD

ES 2512496 T3

SLESILVNOT MIPTEVVLVE DGPLMQSLYS ILEEFHSRFS
LEHCHYEWVC TEWILMMLHI HTRFEEQVNE

IVSEKNVETQ HOEILFMARR EHSHMCHMTVM FEKESVERAG
GSKERNIDET LVLARVGHNGM FHRRGHREQI

VFIRQIYIRV FVYMPTWIKKE LIYGHEILEHK

Fig. 5 cont. CPS9G:
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MITVLMATYHN GS?FIIHQLD SIRNQSVSAD KVIIWDDCST DOTIKIIKDY IKKYSLDSWV
VESONKESHOGH YQTFINLTEL VQEGIVFFSD QDDIWDCHKI ETMLPIFDRE
NVSMVFCKSR LIDENGNIIS SFDTSDRINT YSL

Fig. 5 cont. CPS9H
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CTGCAGCACR
ATATITTTGE
GCCARARTTTG
ACTARACGTG
GACTCAARTTIT
GCTATTCARA
TTAGGATGAC
GACATTTGGC
GTACARRATCC
ATCGGGATIG
ATTGTTATCA
CETTACRAAT
TCCRAARARGA
RARGTRRARA
TAGGARGETT
AMAGGATATT
GGTATTTAAT
ARGTTGCTTG
AATRTATATC
AMRATARATTT

CTTTATGGAT
TAATCRITAT
AMGAACGTGT
ACARTGATTT
ATTACGAAAG
CCARCTTTTT
AMARTATGTA
CTGCAGGAAT
AATATTGTTIC
TTACCAGARA
TTTAARGTRA
AATGACARRA
TGARGTTATT

TAMRGCATETT
RACGAAGART
TTATGGTTTIC
TTGCAGAAAT
GOGGCAGTCC
GARGCAAATTA
TCGTTATTTC
ARARAGGTGGA
TGGAATTGGC
TAGAATCTGG
ACARGARGARC
RRGCAGTOGE
TAGAATGAR
ATATTTTTAC
GEARTTGCTT
ARACTARAGG
GCCAARCAGG
ARAGRCGAGTT
TATTATTATC
TTGGTGATTT
TCTTTTAGRA
CGACGTACACTT
BARTATITTC
ARGTTACTTG
RTTAGCTATT
TRCGRGATAT
CTGATGCGGA
TCGGTCACAT
ARTGTTITAA
AARTCAGTATA

ES 2512

CCATTGATGG
GTGGCTGAGG
RACAGRTRARA
GATTGTARCA
GTTTTGGGAR
GAARRGGTGG
ATGRCGATTC
GRARTCITTG
ARGRARAGTT
AATCRGACCH,
GTGTCAGCGA
ACATTGTCAR
TTAAMGATR
TTTCCTAGAG
TCETGGROGT
TEAATCGGAR
TGANTGCAAC
TCTTARTCRG
GGTAATGATR
TATCGTCCGAR
TTEATGAAAR
GATTACTAGR

GTGATTATGA
GTTGCTTCTE
GCACACTCRAC
AGATTTTACC
TETGACATCG
AGTTTCAGAT
GGTCATGGECR
GATATTATGG
CGCAGAGARR
TRAGCCGTIC
TCTRCAMNGGC
CTGRAGCAGG
AGRATCTTGG
GRARATGARG
ATAGARATGT
GATATGGTGG
TGGARTACAG
ARCRCACCRRA
AGTTGTTTCG
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496 T3

AATATAATCC
CGGCTAMAAC

TCTTGGATAT
ATCTTGTTAA
GGCGAGRAAC
ACAGATTCAT
TICATTTATC
TGTTGATTGA
TTTARRCGAT
GATAGATACA
CATRARGTTT
CTCTCSCTOG
TATAAGTAGG
CTATTATTGA
CTTAARGGTG
ATATGEGGECA

ACATGRAGCA
TGCARRGGTT
CGCCARATGET

ATATAATATT

GRATTTTTTA AGARGRATGR

ATCANGRAGA
ATTATTGCTA
TAGATAGTAN
TTAGAATATT
AGTCTTGTCA
TATCGGCTCG
GAGCTTTGTA
GTTTGCGACG
CATATRAGGA
ARGCATATGT
TATATCAGAR
GTAATRARAT
ACCROCAGAT
GATTACAACK

GGTGAATTAT
TTATCCCCAG
GGGGCCARATT
TARGTTTAGA
CAGTCGGTCA
RACGRAGTGCC
GGTCETAACGAL
TTACTTTTAC
TGARGATATT
TCARRARGTA
ACTTTGGAAT
AGGAGATTAML
RTTACCCARG
GGACCAARGR

GTGARAGANTR
CATGGGAGCG
GTGTTGTTCC
ATCCRAGCTG
AGAGGARGAR
TTGIGEGTCE
CAAGRATARG
TTTGTACRARG
GGAGATAGTA
AGTGGGGATA
TATAGGAGAT
TTATTAMTT
TTITATCGCC
AGATAATCGT
CAGRAGTACA
GTTTTAGARG
TATTTCTGAT
CTGAAATTGA
GTGTGTTTAR
TGTCATTACT
TCATTCCTGT
TTTGGGCGAG

TAAGAATTTT

AACTTGACTG
GACACGTTIGG

TGATGATTGT

ADN Serotipo 7



AARGTTTTTT ALAAATTCGA
BARRGCTRAGA GGTAGGTGGR
ACCCGAGTAR GCTAGRARAR
ATCRACAATTT TGARARGATT
GTETCAGGRC CAGCAATTGET
TTGACTTTCA TGTATGATGC
TATAAAGAAA ARTRACGATT
TCTTTTARAT GRAAETTTAG

ES 2512496 T3

ATAARTTTAGG
TTGCGTTCTT
CRGCTTGAAT
GRTGRATCTA
GRCTRGRAAR
AGRCRARATG
ATGCGATATT
CTTCGTATCG

Fig. & cont.

GGCAGCTCTA
GGATTCRAGRT
TTRATGARARR
GTCAGTCTTT
ATGATGTACH
GGETTTARTTC
ACTTCARTTG
ARTTRAGARRAR

89

ACACGAAATE AGGCACTRARG
GATTTATGGEC

TARTGGEATAT TCATTTACTT
ACGTGETCCTG

ATTACGGECTA TCCAGGGTGT
AGATARAAGH

TGTRRGRAGT ATGACTGTTA
AR
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ARHEHVPLME YNPHEAVENN IFGTENVAER AKTAEVAKFV MVSTDKAVHEF PHNVMGATERV
AEMIVTGLHNE PGQTOFAAVE FGHVLGSRGS VVELFHEQIR HGGEWVTVIDE
EMTRYFMTIF EASRLVIQAG HLAEGGEIFY LDMGEPVOIL ELAREVILLS GHTEEEIGIV
ESGIRPGEEL YEELLSTEER VSEQIREKIF VGEVTHEQSD TVHNSFIMGLL
DEDENELKDM LIEFREQE

Fig. & cont. CPEE
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MTRVELITRE FFEENEATSK YFORIESRRG ELFIKFFMDE LLALILLLLL SPVIIILAIW
IKLDSHGPIF YROQERVIRYG RIFRIFEKFRT MISDRDEVGS LVTVGQDNRI

TEVGHIIREY BLDEVEQLEN VLIMGDMSFVE VRPEVQKYVH QYTDEMFATL LLPAGITSFAR
SIAYEDEDIV LEEYCSQGYS FDERYVOKVL PEKMEYNLEY IRNFGIISDE )
EVMIDTVIEV IEK

Fig. 6 cont. CPSTF
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MTKROQNIPFS
AGLELVLRIL
MEYDALEKAT
SDSAHSLGAS
DEEMYKEFQI
LERRREIIEK
EVIOKMAEAG
EYVIEMFLKI
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FEDITQREID EVIDTLKSGW
GVGPGDEVIV PAMTYTASCS
TPETEVIIPV DLAGIPCDYD
YHGEPAGSLA DETSFSFHAV
YSLAGOTKDA LAKTQLGSWE
YHAGFEGTSI KPLVHLTEDE
TACHVHYKFL PLLTAYEWLG

VSRD

Fig. 6 cont.

ITTGPETEEL
VITHVGATPV
KIYTIVENER
KNFTTREGGS
YDIVIPGYHC
QSEMHLYITH
FEMKDFPRAY
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ERRLSVFTGET HETVCLMSAT
MVDIQKNSFE
SLYVASDREW QOKLFGRVIIL
VTWRSHPDLD
MMTDIMAGIG LVQLERYPEL
LOGYTLEQRN
QYFENEVTLP LHTNLSDEDV

CRETG
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MVERDMVERD TLVSIIMPSW NTAKYISESI QSVLDQTHQON WELIIVDDCS RDETEKVVSH
FEDSRIKFFK HSHNLGAALT RHEALREARG RWIAFLDSDD LWHPSELEEQ
LEFMENNRGYS FTYHNFERID ESSQSLEVLV SGEAIVTREEM MYRYGYPGCL TEMYDRDEMG
LIQIKDIKEN HDYRILLOLC EEKYDCYLLWE SLASYRIBK

Fig. & cont. CPSTH
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-
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Fig. 7
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Fig. 8
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ufe/ml
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Tiempo (min)

Figura. 9A
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0O 15 30 45 60 75 90
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Figura. 9B
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