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DESCRIPCION

Método para determinar mutaciones de resistencia a farmacos en cualquiera de las regiones de proteina no
estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6

La presente invencion se refiere a un método para determinar mutaciones de resistencia a farmacos en cualquiera
de las regiones de proteina no estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6,
mas en particular para los genotipos especificos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d.

El HCV es un virus de ARN de cadena positiva monocatenario, con un genoma de aproximadamente 9.600 bases
que pertenece a la familia Flaviviridae de virus del género hepacivirus. La regiéon NS5B del poligen de ARN codifica
un ARN de 65 kDa dependiente de ARN polimerasa (RdRp), que es esencial para la replicacion viral. Después de la
infeccion aguda inicial, la mayoria de los individuos infectados desarrolla hepatitis cronica porque HCV se replica
preferentemente en hepatocitos pero no es directamente citopatico. En particular, la ausencia de una respuesta
vigorosa de linfocitos T y la alta propension del virus a mutar parecen promover una alta tasa de infeccion cronica.
La hepatitis cronica puede progresar hasta fibrosis hepatica, conduciendo a cirrosis, enfermedad hepatica de fase
final, y HCC (carcinoma hepatocelular), haciendo que sea la causa principal de trasplantes de higado.

La transmision de HCV puede suceder a través de contacto con sangre o productos sanguineos contaminados, por
ejemplo después de transfusion sanguinea o uso de farmacos intravenosos. La introduccion de ensayos de
diagndstico usados en exploraciéon de sangre ha conducido a una tendencia descendente en la incidencia de HCV
post-transfusion. Sin embargo, dada la lenta progresion hasta la enfermedad hepatica de fase final, las infecciones
existentes continuaran presentando una carga médica y econémica importante durante décadas.

Existen seis genotipos principales de HCV y mas de 50 subtipos, que estan distribuidos geograficamente de forma
diferente. EI HCV de genotipo 1 es el genotipo predominante en Europa y los Estados Unidos. La extensiva
heterogeneidad genética de HCV tiene implicaciones clinicas y de diagnostico importantes, que quiza explican las
dificultades en el desarrollo de vacunas y la ausencia de respuesta a las terapias actuales.

La variabilidad genética de HCV complica los procesos de amplificacién, secuenciacién y genotipado. Estos
procesos dependen del uso de los llamados cebadores complementarios a y capaces de hibridar con secuencias
correspondientes de acido nucleico del genoma de HCV. Debido al alto grado de variabilidad del genoma de HCV,
los cebadores complementarios a una especie de HCV pueden no ser complementarios para otra especie.

Para determinar el subtipo de un aislado clinico de HCV un método preciso y directo es secuenciar el genoma viral
en una region que es suficientemente divergente entre diversas especies para distinguir entre genotipos y subtipos
de HCV consecuentemente. Se usa el analisis filogenético de las secuencias generadas a partir de estas regiones
para determinar el subtipo de aislados clinicos.

Actualmente se estan evaluando varios farmacos antivirales selectivos y potentes contra infeccion por virus de la
hepatitis C cronica (HCV) en ensayos clinicos. La aparicion de mutaciones de resistencia a farmacos se demostré en
ensayos previos, creando una necesidad de controlar a los pacientes para el desarrollo de dichas mutaciones de
resistencia a farmacos.

Para mejorar la identificacion de los tipos y subtipos de HCV con fines de analisis clinico y la toma de decisiones
terapéuticas por un médico asistente, sigue existiendo una necesidad continuada de mejorar los ensayos de HCV
basados en secuenciacion.

El virus de la hepatitis C esta clasificado actualmente, como se ha mencionado anteriormente, en al menos 6
genotipos principales (Fig. 1). Cada genotipo difiere de los otros en un 30% a un 35% a nivel de nucledtidos y puede
dividirse adicionalmente en varios subtipos con diversidad de secuencia tipicamente entre el 20% y el 25%
(Simmonds et al., Hepatology 2005; 42(4), 962-973).

La presente invencion se refiere al desarrollo de ensayos especificos de subtipo para el andlisis de resistencia del
genotipo de HCV adecuado para ensayos clinicos y documentos reguladores.

En mas detalle, la invencién se refiere a ensayos de genotipado que cubren la region codificante completa desde
NS3 hasta NS5B desarrollados en un gran panel de muestras clinicas incluyendo protocolos para los subtipos 1a,
1b, 2a, 2b, 3a, 4ay 4d.

La presente invencion se refiere a un ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B que detecta los seis
genotipos de HCV y discrimina entre los diferentes subtipos.

Un aspecto de la invencién se refiere a un método para determinar mutaciones de resistencia a farmacos en
cualquiera de las regiones de proteina no estructural NS3 a NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) para los
genotipos 1 a 6, mas en particular para los genotipos especificos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d, presentes en
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una muestra que comprende:

a) obtener dicha muestra de un paciente,

b) extraer el material genético viral de dicha muestra,

c) amplificar la regién NS5B de HCV para generar un amplicon de ADN de 388 pares de bases usando
cebadores que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1-5,

d) secuenciar el amplicon para obtener una secuencia de 329 pares de bases usando las secuencias
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 3-5,

e) realizar analisis de arboles filogenéticos usando la informacion de secuencia de 329 pares de bases de NS5B
para obtener informacion del subtipo de HCV en dicha muestra del paciente,

f 1) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 6-9, 42-45, 104-107. 120-123, 145-148 6 180-183 para la generacion de un amplicon de ADN
que comprende la proteina no estructural NS3 (181 aminoacidos N-terminales),

g 1) secuenciar el amplicon de NS3 para obtener una secuencia de 543 pares de bases usando las secuencias
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 8y 9; 43 y 45-46; 104 y 106; 120 y 122; 146 y 148 6
180y 182

o]

f 2) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 13-16, 54 y 59-66, 124-133, 158 y 160-168 6 194-197 para la generacion de un amplicon de
ADN que comprende la polimerasa NS5B,

g 2) secuenciar el amplicon de la polimerasa NS5B para obtener una secuencia de 1776 pares de bases usando
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 15-16 y 87-92; 54, 59 y 61-66; 124 y
127-133; 158-159, 161y 163-168 6 197-204

o]

f 3) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 30-33, 67-70, 93-96, 108-111, 134-137 6 169-172 para la generacion de un amplicon de ADN
que comprende NS3/4A,

g 3) secuenciar el amplicon de la proteasa NS3/4A para obtener una secuencia de 2055 pares de bases usando
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 34-41; 68 'y 71-77; 95 y 97-103; 112-
119; 136y 138-144 6 171y 173-179

o]

f 4) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 47-50, 78-81, 149-151 y 159 6 184-187 para la generacion de un amplicon de ADN que
comprende NS4B/5A,

g 4) secuenciar el amplicon de NS4B/5A para obtener una secuencia de los dos genes NS4B y NS5A usando las
secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 51-57; 79y 81-87; 152-159 6 185y 187-
193;

h) alinear la secuencia obtenida en la etapa (g 1), (g 2), (g 3) o (g 4) con una secuencia de HCV de referencia o
de tipo silvestre,

i) determinar una o mas mutaciones de resistencia a farmacos en el material genético viral presente en la
muestra del paciente.

Otra realizacion de la presente invencién es que el método anterior comprende adicionalmente las etapas de realizar
un ensayo de fenotipado de NS3 por

j) generacion de un amplicon de NS3 partiendo del amplicon de ADN que comprende el NS3 (181 aminoacidos
N-terminales) obtenido en la etapa (f 1) de la reivindicaciéon 1 usando cebadores que tienen la secuencia de las
SECIDN°11y12,

k) insercion, por clonacion mediante InFusion™ o recombinacién in vitro, de dicho amplicon obtenido en la etapa
j) en un vector lanzadera que contiene marcador de replicacion incompetente con NS3 delecionado que tiene la
secuencia de las SEC ID N° 10 para obtener un replicon de HCV recombinante competente en replicacién de
NS3,

1) generacion de ARN, por transcripcion in vitro, a partir de dicho replicén de HCV obtenido en la etapa (k)

m) transfeccion de dicho ARN en células adecuadas,

n) determinacion, en base a la expresion del gen marcador, del valor de CEsp y/o el cambio factorial como una
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a farmacos en una muestra.

En otra realizacion, la invencion se refiere al método mencionado anteriormente que comprende adicionalmente las
etapas de realizar un ensayo de fenotipado de NS5B por

0) generacion de un amplicon de NS5B partiendo del amplicon de ADN que comprende el NS5B obtenido en la
etapa (f 2) de la reivindicacion 1 usando cebadores que tienen la secuencia de las SEC ID N° 28 y 29,

p) insercién, por recombinacion in vitro, de dicho amplicén obtenido en la etapa (o) en un vector lanzadera que
contiene marcador de replicacion incompetente con NS5B delecionado que tiene la secuencia de las SEC ID N°
21 0 SEC ID N° 27 para obtener un replicon de HCV recombinante competente en replicacion de NS5B,

q) generacion de ARN, por transcripcion in vitro, a partir de dicho replicon de HCV obtenido en la etapa (p)

r) transfeccion de dicho ARN en células adecuadas,

s) determinacion, en base a la expresion del gen marcador, del valor de CEsg y/o el cambio factorial como una
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a farmacos en una muestra.
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También se describe un vector que comprende el genoma de HCV y una delecidon que abarca la regién de 181
aminoacidos N-terminal de NS3 de HCV, en particular el vector pFK 1341 Pl luc ANS3 7-192_ET (SEC ID N° 10) y un
vector que comprende el genoma de HCV y una delecion que abarca la region NS5B de HCV, en particular el vector
pFK _1341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Scal (SEC ID N° 21) y el vector que comprende el genoma de
HCV y una deleciébn que abarca la region NS5B de HCV, en particular el vector pFK 1341 _PI_NS3-
3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID N° 27).

Ademas del uso de cualquiera de los vectores anteriores en cualquiera de los métodos mencionados, se describen
los cebadores con las SEC ID N° 1-5 para la amplificacion de la region NS5B de HCV, obtenida de una muestra de
un paciente infectado con HCV.

También se describe el uso de los cebadores con las SEC ID N° 1-5 para la preparacion de un ensayo para
subtipado de HCV basado en secuencia para detectar los genotipos de HCV 1, 2, 3 y 4 y para discriminar entre los
subtipos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d.

Explicacion de las Figuras.

Figura 1:  Arbol filogenético de las secuencias completas de fase de lectura abierta de HCV que muestra los 6
genotipos principales y sus subtipos mas comunes. (Simmonds et al. 2005 Hepatology 2005; 42(4), 962-
973)

Figura 2:  Sinopsis de amplicones para la plataforma HCV integrada.

Figura 3: Estado del desarrollo de los ensayos de subtipado y genotipado especifico de subtipo de HCV y sus
caracteristicas de rendimiento.
Los numeros en paréntesis muestran la cantidad de muestras ensayadas.

Figura 4: Vector pFK 1341 Pl luc ANS3 7-192_ET (SEC ID N° 10)

Figura 5:  Sinopsis del proceso.

Se recogi6 un panel de 603 muestras clinicas que cubren los seis genotipos (G). Se desarrollaron dos sistemas de
ensayo: un ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B y una serie de ensayos de genotipado especifico de
subtipo para determinar mutaciones de resistencia a farmacos en las siguientes regiones diana: (1) inhibidores de
proteasa (NS3/4A completo y los 181aa N-terminales de NS3), (2) inhibidores de polimerasa (NS5B completo), y (3)
otros (region NS4B/5A completa). Todas las series de cebadores se han optimizado para la especificidad de subtipo
y para permitir el uso del mimo protocolo de PCR para una region diana independiente del subtipo (Figura 2). Todos
los métodos y protocolos se optimizaron y validaron para soportar un procesamiento de alto rendimiento de los
ensayos de resistencia genotipica en un entorno operativo rutinario.

El ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B ser ensayd en una serie de 603 muestra clinicas que
contenian los seis genotipos con una sensibilidad clinica (tasa de éxito de amplificacion de muestras de alta carga
viral) del 91%.

Para los ensayos de genotipado especifico de subtipo, se ensayaron series de muestras clinicas de, en promedio,
n=94 para G1a/b, n=16 para G2a/b, n=76 para G3a, y n=83 para G4ald en los diferentes ensayos para evaluar la
sensibilidad clinica. Se consiguieron tasas de éxito de amplificacion de entre el 90% y el 100%, y tasas se éxito de
secuenciacion de entre el 95% y el 100% (Figura 3).

Seccion de ejemplos

Resumen general:

El flujo general del proceso se visualiza en la Figura 5. Comienza con la determinacion del subtipo de HCV de una
muestra clinica (Subtipado). Esta informacién de subtipo se usa después en el posterior proceso de genotipado para
seleccionar los cebadores especificos de subtipo apropiados para la amplificacion y secuenciacion de la region
diana de interés. El resultado final del proceso de genotipado es la informacién de la secuencia de nucleétidos y
aminoacidos de esa region. Por comparacion con una secuencia viral de tipo silvestre o de referencia se proporciona
informacion acerca de la existencia de cambios de aminoacidos. Se usaran los productos de PCR del proceso de
genotipado en el proceso de fenotipado para generar replicones subgendmicos quiméricos para la evaluacion de
susceptibilidad a farmacos. Los resultados del fenotipado son valores de CEsy que pueden usarse para la
interpretacion de la susceptibilidad a farmacos (es decir, calculando los valores de cambio factorial de CEsp) del
aislado clinico. Puede compararse la informacion de secuencia de la region diana y la susceptibilidad a farmacos.

1. Subtipado

Se generé un amplicén a partir del ARN plasmatico viral derivado de pacientes por RT-PCR de una etapa seguido
por PCR anidada. Este amplicon, mencionado adicionalmente como el amplicon de subtipado de NS5B, contiene
una secuencia de 329 pb del dominio de polimerasa NS5B, que se usa para el analisis de arboles filogenéticos para
obtener informacion del subtipo del aislado clinico. El ensayo se llama el ensayo de subtipado basado en
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secuencia de NS5B. La informacion de subtipo del aislado clinico se usara en una siguiente etapa para seleccionar
los cebadores apropiados de amplificacion especifica de subtipo y secuenciacion para obtener informaciéon de
secuencia de la region de interés en el ensayo de genotipado.

2. Genotipado

Usando cebadores especificos de subtipo, se genera un amplicén del dominio de proteasa NS3 del ARN plasmatico
viral derivado del paciente por RT-PCR de una etapa seguido por PCR anidada. Este amplicon, mencionado
adicionalmente como el amplicén de NS3, contiene el dominio catalitico de la proteasa NS3. Este amplicon va a ser
secuenciado con cebadores de secuenciacion especificos de subtipo en el ensayo genotipico de proteasa NS3 de
HCV.

Usando cebadores especificos de subtipo, también puede generarse un amplicon de la polimerasa completa NS5B a
partir del ARN plasmatico viral derivado del paciente por RT-PCR de una etapa seguido por PCR anidada. Este
amplicon, mencionado adicionalmente como el amplicon de NS5B, contiene el gen completo de NS5B. Este
amplicon va a ser secuenciado con cebadores de secuenciacion especificos de subtipo en el ensayo genotipico de
polimerasa NS5B de HCV.

Puede conseguirse lo mismo usando cebadores especificos de subtipo para otras regiones HCV especificas como
NS3/NS4A o NS4B/NS5A y similares.

3. Fenotipado

Se ha generado un vector lanzadera incompetente en replicacion con NS3 delecionado, mencionado adicionalmente
como la estructura delta[NS3], basado en la secuencia con 1b del replicon subgenémico. Se genera el amplicon de
NS3, a partir del material derivado del paciente, el ADN plasmidico del replicén, genes sintéticos o productos de
PCR del ARN de replicén, por PCR usando el producto de RT-PCR de una etapa del ensayo genotipico de proteasa
NS3 de HCV. La clonacion por In-Fusion™ (Clontech) del amplicon de NS3 generado por PCR vy la estructura
delta[NS3] produjo un replicén de HCV recombinante competente en replicacién que se us6 en experimentos para
evaluar la resistencia fenotipica a farmacos de NS3 de HCV.

Se ha generado un vector lanzadera incompetente en replicacion con NS5B delecionado, mencionado
adicionalmente como la estructura delta[NS5B], basado en la secuencia con 1b del replicon subgenémico. Se
genera el amplicon de NS5B, a partir del material derivado del paciente, el ADN plasmidico del replicén, genes
sintéticos o productos de PCR del ARN de replicén, por PCR usando el producto de RT-PCR de una etapa del
ensayo genotipico de polimerasa NS5B de HCV. La clonacion in vitro (usando BD In-Fusion™, Clontech
Laboratories Inc.) del amplicon de NS5B generado por PCR y la estructura deltal]NS5B] produjo un replicon de HCV
recombinante competente en replicacién que se usé en experimentos para evaluar la resistencia fenotipica a
farmacos de NS5B de HCV.

Ejemplo 1

Ensayo de subtipado basado en secuencia de NS5B

A. Extraccion de ARN

A partir de un total de 500 pl de plasma, se extrajo el ARN total usando la plataforma de extraccion de ARN
EasyMAG™ (BioMerieux). Después de elucion en 60 ul de tampén de elucion, el ARN se almacend a -80°C hasta su
uso para la generacion del amplicon.

B. RT-PCR de una etapa

Se mezclaron 5 yl de ARN con tampon de reaccion 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura (Ambion Inc., Woodward,
EE.UU.), cebador NS5Bsubtype A (TGGGGTTCGCGTATGATACCCGCTGCTTTGA) (SEC ID N° 1) 0,2 uM,
cebador NS5Bsubtype_B (TGGGGTTTTCTTACGACACCAGGTGCTTTGA) (SEC ID N° 2) 0,2 uM, cebador Pr2 0,2
MM (publicado en Sandres-Saunes et al. 2003) y 0,5 ul de la mezcla enzimatica Superscript™ Il RT/Platinum Taq
High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ lll (Invitrogen) en un volumen total de 25 pl. La
sintesis del ADNc se realizd durante 30 min a 52°C seguido por una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 2
min. El ciclado térmico consistia en 50 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15 seg, hibridacién a 63°C durante
30 seg y elongacion a 72°C durante 30 seg. La extension final tuvo lugar a 72°C durante 5 min. Se usé una alicuota
del producto de amplificacion resultante para una etapa de PCR anidada.

C. PCRinterna

Para una PCR anidada, se mezclaron 2,5 ul del producto de RT-PCR de una etapa con tampoén 2 10x del kit
Expand™ High Fidelity = (Roche), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador  NS5Bsubtype C
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(CCGTATGATACCCGCTGCTTTGACTCAAC) (SEC ID NO: 3) 03 pM, cebador NS5Bsubtype D
(TCCTAGGACACCAGGTGCTTTGATTCAAC) (SEC ID N° 4) 0,4 puM, cebador NS5Bsubtype E
(AATTCCTGGTCATAGCCTCCGTGAAGACTC) (SEC ID N° 5) 0,4 uM y 0,075 U/ul de ADN polimerasa (Roche,
Basilea, Suiza) para dar un volumen total de 50 pl. La desnaturalizacion inicial fue a 94°C durante 2 min y el ciclado
térmico consistié en 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15 seg, hibridacion a 56°C durante 30 seg y
elongacion a 72°C durante 30 seg. La extension final tuvo lugar a 72°C durante 5 min. Los amplicones se purificaron
usando el kit de purificacion de PCR QIAQuick 96 (Qiagen). El volumen final de los amplicones purificados fue de
100 pl.

D. Andlisis de secuencia sin procesar

La reaccién de secuenciacion se realizé de acuerdo con procedimientos convencionales usando los cebadores de la
PCR anidada para secuenciar ambas direcciones, directa e inversa. Se recuperaron los electroferogramas del
secuenciador capilar ABI3730 y se importaron a Segscape v2.5 (Applied Biosystems). Los extremos de las
secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 329 pb de la secuencia de referencia de
subtipado; abarcando la ultima las regiones entre los cebadores de amplificacién. No se permiti6 que aparecieran
inserciones, deleciones o codones de parada en las secuencias.

E. Andlisis de arboles filogenéticos

Se combinaron las secuencias de muestra con una longitud de 329 pb con secuencias de referencia de subtipo en
BioEdit (Ibis Therapeutics; fuente publica, internet: www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) y posteriormente se
analizaron en MEGA v3.1 (fuente publica, internet: http://www.megasoftware.net/) usando el arbol de Neighbour-
Joining y el modelo de distancia de Jukes-Cantor.

Resultados:

Secuencias de subtipado de NS5B de pacientes infectados con HCV-1b:

>Subtipado de NS5B Pt 1
AGTCACCGAGAATGATATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCCACC
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTG
AAAGCGCGGGAACCCAAGAGGACGCGGCGAACCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 2
TGTCACYGAGAGTGACATCCGYGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCGTGACTAAYTCAAAAGGRCAGAACTGCGGYTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGGTGCGGYAACACCCTCACMTGTTACYTGAAGGCCTCT
GCAGCCTGTCGAGCTGCRAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGCG
AGAGTGCTGGGACCCAGGAGGACGYGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 3
GGTCACTGAGAATGACATTCGTGTCGAGGAGTCGATCTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACARG
CCATAAGGTCGCTCACGGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGTGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCCAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGAACGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGA
GAGCGCGGGAACCCAARAGGACGCAGCGAACCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 4
RGTCAGCGAGAGKGACATCCGTGTTGAGGAGTCRATYTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAG
GCCATAAAGTCGCTCACRGAGCGGCTCTATATCGGGGGCCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTA
TCGCCGGTGCCGCGCCAGGGGCGTRCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCT
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTTGTGTGYGGAGACGACCTYGTCGTTATCTGTG
AGAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 5
GGTCACTGAGAGTGAYATCCGTGTYGAGGAGTCAATATACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTCTATGTTGGGGGTCCCCTGACTAAYTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCCAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACTTGTTACTTGAAAGCCTCTG
CRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGTGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGCGA
AAGCGCGGGAACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC
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> Subtipado de NS5B Pt 12
AGTCACTGAGAGTGACATCCGCGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTAT
CGCCGGTGCCGCGCCAGCGGCGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAAGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGA
GAGCGCGGGAACCCAGGAGGACGCGGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 13
GGTCACTGAGAGTGATATCCGTACTGAGGAGTCTATTTACCAATGTTGTGACCTGGCCCCCGAAGCTAGACAAG
TCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATYGGGGGCCCCCTGACYAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
GGCCGGTGCCGYGCGAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGCCTCTG
CGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCGGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGA
AAGCGCGGGGACCCAGGAGGACGCGGCTAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 14
AGTCACCGAGAATGATATCCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAAACAGG
CCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGCCGCGCGAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCCACC
GCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTG
AAAGCGCGGGAACCCAAGAGGACGCGGCGAACCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 15
GGTCACYGAGAGYGACATCCGTACTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAGACAGG
TTATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCTYTGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTAT
CGCCGGTGTCGCGCAAGCGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGCAATACCCTCACATGTTACCTGAAGGCCACTG
CAGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACAATGCTTGTGTGTGGGGACGACCTTGTCGTYATCTGTGA
GAGCGCGGGGACCCAAGAGGACGCAGCGAGCCTAC

> Subtipado de NS5B Pt 16
GGTCACTGAGAATGACATYCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCYCCCGAAGCCAGACAGG
YCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCYCTAACCAATTCAAAAGGGCAAAACTGCGGTTAT
CGCCGGTGTCGCGCRAGCGGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGCAAYACCCTTACATGTTACTTGAARGCCTCTG
CRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGTGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGA
GAGCGCGGGGACCCACGAGGATGCGGCGAGCCTAC

Estas secuencias se subtiparon usando analisis filogenético. La Tabla 1 muestra el resultado.

Tabla 1
Secuencia de NS5B basada en informacion
ID de muestra ) i e e

de subtipo después de analisis filogenético

Pt 1 1b

Pt 2 1b

Pt 3 1b

Pt 4 1b

Pt 5 1b

Pt12 1b

Pt13 1b

Pt 14 1b

Pt 15 1b

Pt 16 1b

En base a la informaciéon de subtipo basada en secuencia de NS5B, se seleccionaron los cebadores especificos de
subtipo apropiados para la amplificacién del dominio de proteasa NS3.

Ejemplo 2

Ensayo de genotipado de NS3 de HCV

A. RT-PCR de una etapa

Se mezclaron cinco pl de ARN con tampoén de reaccion 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura, cebador directo 1b-
NS3 out F (GCGTGTGGGGACATCATCTTAGG) (SEC ID N° 6) 0,2 pM, cebador 1b_NS3 out R
(GCTGCCAGTGGGAGCGTG) (SEC ID N° 7) y 0,5 pl de la mezcla de enzimas Superscript™ [l RT/Platinum Taq
High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ Il (Invitrogen) en un volumen total de 25 ul. La
sintesis de ADNc se realiza durante 30 min a 52°C seguido de una etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 2 min.
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El ciclado térmico consistio en 50 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, hibridacion a 58°C durante 30 s y
elongacion a 72°C durante 1 min. La extension final tuvo lugar a 72°C durante 5 min. Se us6 una alicuota del
producto de amplificacién resultante para una etapa de PCR anidada.

B. PCRinterna

Para la PCR anidada, se mezclaron 2,5 pl del producto de RT-PCR de una etapa con tampoén 2 10x del kit Expand™
High Fidelity (Roche), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador 1b_NS3 in_F (TCATCTTAGGCCTGCCCGTCTC) (SEC
ID N° 8) 0,4 uM, cebador 1 b_NS3_in_R (GGGAGCGTGTAGATGGGCCAC) (SEC ID N°9) 0,4 uM y 0,075 U/ul de
ADN polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche) para dar un volumen total de 50 pl. La desnaturalizacion inicial fue
a 94°C durante 2 min y el ciclado térmico consistié en 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, hibridacion
a 58°C durante 30 s y elongacién a 72°C durante 1 min. La extension final tuvo lugar a 72°C durante 5 min. Los
amplicones se purificaron usando el kit de purificacién de QIAQuick 96 PCR (Qiagen). El volumen final de los
amplicones purificados fue 100 pl.

C. Andlisis de secuencia sin procesar

La reaccién de secuenciacion se realizd de acuerdo con procedimientos convencionales usando los cebadores de la
PCR anidada para secuenciar en ambas direcciones, directa e inversa (SEC ID N° 8-9). Se recuperaron los
electroferogramas del secuenciador capilar ABI3730 y se importaron en Seqscape v2.5 (Applied Biosystems). Los
extremos de las secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 543 pb (secuencia
codificante para los 181 aa N-terminales de NS3) de la secuencia de referencia de subtipado; abarcando la ultima
las regiones entre los cebadores de amplificacion. No se permiti6 que aparecieran inserciones, deleciones o
codones de PARADA en las secuencias.

Resultado:

Secuencias de proteasa NS3 de cinco (5) aislados de HCV-1b de pacientes

>NS3 Pt 1
GCGCCTATCACGGCCTACGCCCARCAAACACGGGGCTTGTTTGGCTGTAT
CATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGTC
CAAGTGGTTTCCACCGCCACACAATCTTTCCTGGCGACCTGTGTCAACGG
TGTKTGTTGGACTGTCTTCCACGGCGCCGGTTCAAAGACCCTGGCTGGCC
CAAAGGGYCCAATCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGTC
GGCTGGCCGGCCCCCCCYGGGGCGCGCTCTCTRACACCATGCACCTGTG
GCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTTATCCCGGTG
CGCCGGCGGGGCGACAGTAGGGGRAGCCTACTCTCCCCCAGGCCTGTG
TCCTACTTAAAAGGCTCTTCGGGTGGWCCRCTGCTCTGCCCCTCGGGGC
ACGCTGTGGGCGTCTTCCGGGCTGCTGTGTGCACCCGGGGGGTCGCGA
AGGCGGTGGACTTTGTACCCGTAGAGTCTATGGAGACTACCATGCGGTCC

>NS3 Pt 2
GCGCCCATCACGGCCTACGCCCAACARACGAGGGGCCTACTTGGCTGTA
TCATCACCAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTYGAGGGGGAGGT
TCAGGTGGTCTCCACTGCAACACAGTCCTTCCTGGCRACTTGCATCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTTTCATGGAGCCGGCTCTAAGACCCTAGCCGGC
CCAAAGGGGCCGATCACCCAGATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGT
CGGCTGGCAAGCGCCCCCYGGGGCGCGTTCCTTGACACCGTGCAGCTGC
GGCAGCTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGGCATGCGGATGTCATTCCGGT
GCGCCGGCGAGGTGACAGCAGGGGGAGCTTGCTCTCCCCCCGGCCCAT
TTCYTACTTRAAAGGCTCTTCGGGTGGTGCRYTGCTCTGCCCCTCGGGGC
ACGCYGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACYCGGGGGGTTGCCAA
GGCRGTGGATTTTGTACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACYATGCGGTCC

>NS3 Pt 3
GCGCCTATTACGGCCTACGCCCAACAGACGAGGGGCCTATTAGGCTGCA
TCATCACTAGCCTCACAGGCCGAGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGT
TCAGGTGGTTTCTACCGCAACACAATCCTTCCTAGCGACTTGCGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTATCATGGCGCCGGCTCTAAGACCTTAGCCGGC
CCAAAGGGGCCTGTCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAAGACCTCGT
CGGCTGGCCAGCGCCCCCCGGGGCGCGTTCCTTGACACCATGTACTTGC
GGCAGTTCGGACCTTTACTTGGTCACGAGACATGCCGATGTCATTCCGGT
GCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGGAGCCTGCTCTCCCCCAGGCCTGT
CTCCTATTTGAAGGGCTCTTCGGGTGGTCCACTGCTCTGCCCTTCAGGGC
ACGCCGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACCCGAGGGGTTGCCAA
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GGCGGTGGACTTTGTGCCCGTCGAGTCCATGGAAACTACTATGCGGTCT

>NS3 Pt4
GCGCCTATCACGGCTTACTCCCAACAGACGCGGGGCCTGCTTGGCTGCA
TCATCACYAGCCTCACAGGCAGRGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAAGT
CCAAGTGGTTTCCACCGCAACACAATCTTTTCTAGCGACCTGTGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTTTTCCATGGCGCCGGCTCAAAAACCTTAGCGGGG
CCAAAGGGCCCGGTCACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCGT
CGGCTGGCAGGCGCCTACCGGGGCGCGTTCTTTAACACCATGCACGTGC
GGCAGCTCGGACCTTTATTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTCATTCCGGT
GCGCCGGCGGGGCGACAGCCGGGGGAGTCTACTCTCCCCCAGGCCCGT
CTCCTACTTGAAGGGCTCCTCGGGTGGTCCGCTGCTCTGCCCCTCGGGG
CATGCAGTGGGCATCTTCCGGGCTGCCGTGTGCACCCGGGGGGTCGCAA
AGGCAGTGGACTTGATACCCGTTGAGTCTATGGAAACTACTATGCGGTGC

>NS3 Pt5
GCGCCTATCACAGCCTACTCCCAACAGACGCGGGGCCTGCTTGGCTGCA
TCATCACTAGCCTCACAGGCCGGGACAAGAACCAGGTCGAGGGGGAGGT
TCAAGTGGTTTCCACCGCGACACAATCTTTCCTGGCGACCTGCGTCAACG
GCGTGTGTTGGACTGTCTACCATGGTGCCGGCTCGAAGACCCTAGCGGG
CCCAAAGGGCCCGATGACCCAAATGTACACCAATGTAGACCAGGACCTCG
TCGGCTGGCCGGCGCCCTCCGGAGCGCGCTCCTTGACACCGTGCACCTG
CGGCAGCTCAGACCTYTACTTGGTCACGAGGCATGCTGATGTTGTTCCGG
TGCGCCGGCGGGGCGACAGCAGGGGAAGCCTACTCTCCCCCAGGCCCA
TTTCCTACTTGAAGGGCTCTTCGGGTGGCCCGCTGCTTTGCCCCTCGGGG
CACGCGGTGGGCATCTTCCGGGCTGCTGTATGCACCCGGGGGGTCGCGA
AGGCGGTGGACTTTGTACCCGTTGAGTCTATGGAAACCACCATGCGGTCT

D. Alineacién de secuencias con la secuencia de referencia

La alineacién muestra la secuencia de nucleétidos del dominio proteasa NS3 de un aislado de HCV-1b de un
paciente no tratado. Las secuencias se alinearon frente a una secuencia de referencia. Las homologias entre las dos

secuencias se representan como puntos.

i 20 kL «0 3 &0

. N TP T B AP S T R RS TR I IS (P RO,
conlb referencia R CtagoohnrcaggeoggyRms gg KCCRYTh CgRgTUYTAggE T
. G . .

e S

conlb referencia
Pt S

conlb referencia
5

conlb referencia
Pt &

20 g0 30 100
R Y R E RS I )

conlb referencia RO YRRYYYOL OTT AYYYCHYt CCREn gOt.ct.ge et eggugCalgen gt ggYast. ot Cgggat googn gt ge Qe oYLy Y IUn T Uo gRagyc ggr
c G c T4 G c...

Pt 5

conlb referencia
Pr &

Los siguiente muestra la secuencia de aminoacidos del dominio proteasa NS3 de un aislado de HCV-1b de un
paciente no tratado. Las secuencias se alinearon frente a una secuencia de referencia. Las homologias entre las dos

secuencias se representan como puntos.
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Los amplicones de NS3 de estos cinco aislados de HCV-1b se usaron adicionalmente en el ensayo de fenotipado
del replicon de NS3.

Ensayo de genotipado de la polimerasa NS5B de HCV

RT-PCR de una etapa:

Se mezclaron cinco pl de ARN con tampén de reaccién 2x, 120 ng/ml de ARNt de levadura (Ambion Inc.), cebador
1b_NS5B_out_ F (TAGAGTCCTGGAAGGACCCGG) (SEC ID N° 13) 0,2 pM, cebador 1 b _NS5B_out R
(GGCCTGGAGTGGTTAGCTCCCC) (SEC ID N° 14) 0,2 uM y 0,5 pl de la mezcla de enzimas Superscript™ I
RT/Platinum Taq High Fidelity del sistema de RT-PCR de una etapa Superscript™ Il (Invitrogen) en un volumen
total de 25 pl. La sintesis de ADNc se realiza durante 30 min a 47°C seguido de una etapa de desnaturalizacion a
94°C durante 2 min. El ciclado térmico consistié en 50 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, hibridacion a
59°C durante 30 s y elongacion a 68°C durante 2 min 30 s. La extension final tuvo lugar a 68°C durante 5 min. Se
us6 una alicuota del producto de amplificacion resultante para una etapa de PCR anidada.

PCR interna:

Para la PCR anidada, se mezclaron 2,5 pl del producto de RT-PCR de una etapa con tampoén 1 10x del kit Expand™
Long Template High Fidelity (Roche, Basilea, Suiza), dNTP 0,35 mM (Promega), cebador 1b_NS5B in_F
(TGGAAGGACCCGGACTACG) (SEC ID N° 15) 0,4 uM, cebador 1b_NS5B_in_R (GAGTGGTTAGCTCCCCGTTCA)
(SEC ID N° 16) 0,4 uM y 0,075 U/ul de ADN polimerasa Expand™ High Fidelity (Roche,) para dar un volumen total
de 50 pl. La desnaturalizacion inicial fue a 94°C durante 2 min y el ciclado térmico consistio en 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, hibridacion a 59°C durante 30 s y elongacion a 68°C durante 2 min 30 s. La
extension final tuvo lugar a 68°C durante 5 min. Los amplicones se purificaron usando el kit de purificacion de PCR
QIAQuick 96 (Qiagen). El volumen final de los amplicones purificados fue 100 pl.

Analisis de secuencia sin procesar

La reaccion de secuenciacion se realizé de acuerdo con procedimientos convencionales usando 8 cebadores de
secuenciacion (SEC ID N° 15-16 y 87-92) para cubrir ambas direcciones, directa e inversa. Se recuperaron los
electroferogramas del secuenciador capilar ABI3730 y se importaron en Seqgscape v2.5 (Applied Biosystems). Los
extremos de las secuencias se recortaron en base a valores de calidad y la longitud de 1776 pb (secuencia
codificante de la polimerasa NS5B) de la secuencia de referencia especifica de subtipo; abarcando la ultima las
regiones entre los cebadores de amplificacion. No se permitié que aparecieran inserciones, deleciones o codones de
PARADA en las secuencias.

Resultado:
Secuencias de polimerasa NS5B de cinco aislados clinicos de HCV-1b

>NS5B Pt12
TCGATGTCCTACACGTGGACGGGCGCCCTGATCACGCCGTGCGCCGCGG
AGGAAAGCAAGCTGCCTATCAATGCATTGAGCAACTCACTGCTGCGTCAC
CACAATATGGTTTATGCTACAACATCCCGCAGCGCAAGCCAGCGGCAGAA
GAAGGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG
TGCTCAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAGCTTCTA
TCTGTAGAGGAAGCCTGTAAACTGACGCCCCCACATTCGGCCAGATCCAA
ATTTGGCTAYGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTA
ACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACCA
ATTGACACCACCATCATGGCAAAAAACGAGGTYTTCTGCGTCCAACCAGA
GAAAGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGACTTGGGA
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGACGTGGTCTCCACTCTTCC
TCAAGCCGTGATGGGCTCCTCATATGGATTCCAGTACTGTCCTGGACAGC
GGGTTGAATTCCTGGTGAATGCCTGGAAGTCGAAGAAGAACCCTATGGGC
TTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACAGTCACTGAGAGTGACATC
CGCGTTGAGGAGTCAATCTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAA
ACAGGCCATAAAGTCGCTCACAGAGCGGCTTTACATCGGGGGTCCCCTG
ACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGCCGCGCCAGCG
GCGTACTGACGACCAGCTGTGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAAGCC
TCTGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGT
GCGGAGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAGAGCGCGGGAACCCAGGAGGA
CGGGGCGAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCCGGC
CCCCCCGGGGACCCGCCCCAGCCAGAGTACGACTTGGAGTTGATAACAT
CATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGATGCATCCGGCAAACGGGT
GTATTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTCGCGAGGGCTGCGTGG
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GAAACAGCTAGACACACTCCAGTTAATTCTTGGCTAGGCAACATCATTATG
TATGCGCCCACCCTGTGGGCAAGGATGATTTTGATGACTCACTTCTTCTCC
ATCCTTCTAGCTCAAGAACAACTTGAAAAAGCCCTGGATTGTCAGATCTAC
GGGGCCTGCTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCARCG
ACTCCATGGTCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGAGAT
CAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCGCCCTTGCGA
GTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTACTGTCCCAGG
GGGGGAGGGCTGCCATTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCRGTAAG
GACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCGGCAGCGTCCCAGTTGGACTTGT
CCGACTGGTTCGTTGCCGGCTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCT
GTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCCTGTGGTGCCTACTCCTGCTTTCTG
CGGGGGTAGGCATCTACTTGCTCCCCAACCGATGA

>NS5B Pt13
TCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCTTTAATCACACCATGCGCTGCGGA
GGAAAGCAAGCTGCCCATCAACGCGCTGAGCAACTCCCTGCTGCGYCAC
CACAATATGGTGTATGCCACAACATCCCGCAGCGCAAGCCARCGGCAGAA
GAARGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGAYCATTACCGGGACG
TRCTCAAGGAGGTGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCYAAACTTCTA
TCCGTAGAAGAGGCCTGCAAACTSACGCCCCCACACTCAGCCAAATCCAA
RTTTGGCTATGGGGCRAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTY
AACCACATCCACTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAGGACACTGAAACACC
AATTGACACTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTTCAACCGGA
AAAGGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGACCTGGGG
GTTCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTCTACGACGTGGTYTCYACCCTTCC
TCAGGCCGTGATGGGCCCCTCATACGGGTTCCAGTACTCTCCTGGACAG
CGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAATCAAAGAAATGCCCTATGGG
CTTCGCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACGGTCACTGAGAGTGATAT
CCGTACTGAGGAGTCTATTTACCAATGTTGTGACCTGGCCCCCGAAGCTA
GACAAGTCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATYGGGGGCCCCCT
GACYAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTATCGCCGGTGCCGYGCGAGC
GGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGTAATACCCTCACATGTTACTTGAAGGC
CTCTGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCGGGACTGCACGATGCTCGTG
TGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGGACCCAGGAGG
ACGCGGCTAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCAGCC
CCCCCCGGGGACCCGCCCCAACCAGAGTACGACTTGGAGTTGATAACAT
CATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGACGCATMTGGCAAGAGGGT
GTACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTCGCGCGGGCTGCGTGG
GAGACAGCTAGACACACTCCAATTAACTCCTGGCTAGGCAACATCATCAT
GTATGCGCCCACYYTATGGGCAAGGATGATTCTGATGACTCACTTCTTCTC
CATCCTTCTRGCYCAGGAACAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGCCARATCTA
YGGGGCCTGTTACTCCATTGAACGACTTGACCTACCTCAGATCATTCAGC
GACTCCATGGTCTYAGCGCATTTTCACTCCATAGTTACTGTCCAGGTGAGA
TCAATAGGGTGGCTTCAAGCCTCAGGAAACTTGGGGTGCCRCCCTTGCGA
GTCTGGAGACATCGGGCCAGGAGYGTCCGCGCTAAGCTACTGTCCCARG
GAGGGAGGGCYGCCACGTGTGGTAAGTACCTCTTCAACTGGGCAGTAAG
GACCAAGCTYAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGCTGGACTTGT
CCAGCTGGTTCGTYGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTG
TCTCGTGCCCGRCCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTACTCCTACTCTCTGT
AGGGGTAGGCATCTAYCTGCTCCCCAAYCGATGA

>NS5B Pt14
TCGATGTCCTACACAFGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCTGCGG
AGGAAAGCAAGCTGCCCATCAACCCGTTGAGCAACTCTTTGCTGCGTCAC
CATAAYATGGTATACGCTACAACATCCCGCAGCGCAAGCCTACGGCAGAA
GAAGGTCACTTTTGACAGACTGCAAGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG
TGCTTAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAAGCTTCTA
TCTGTAGAAGAAGCCTGCAAACTGACACCCCCACACTCGGCCAGATCCAA
ATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAGCCTATCCAGCAAGGCCGTC
AACCACATCAACTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAGACACC
AATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCAGA
GAAAGGAGGCCGCAAGCCAGCCCGCCTTATCGTGTTCCCAGACTTAGGG
GTTCGCGTGTGCGAGAAGATGGCCCTTTATGACGTGGTCTCCACCCTTCC
TCAGGCCGTGATGGGCTCCTCGTACGGATTCCAATACTCTCCTGGACAGC
GGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCCTGGAAATCAAAGAAATGCCCTATGGGC
TTCTCATATGACACCCGCTGTTTTGACTCAACAGTCACCGAGAATGATATC
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CGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGCTGTGACTTGGCCCCCGAAGCCAA
ACAGGCCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCCCTG
ACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGTTATCGCCGGTGCCGCGCGAGCG
GCGTGCTGACGACCAGCTGCGGTAATACCCTCACCTGTTACTTGAAGGCC
ACCGCGGCCTGTCGAGCTGCAAAGCTCCAGGACTGCACGATGCTCGTGT
GCGGGGACGACCTTGTCGTTATCTGTGAAAGCGCGGGAACCCAAGAGGA
CGCGGCGAACCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTATTCTGGCC
CCCCCGGGGACCCGCCCCAACCAGAATACGACTTGGARTTGATAACATCA
TGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGATGCATCTGGCAAGCGGGTGT
AYTACCTCACCCGCGACCCCACCACCCCCCTYGCACGGGCTGCGTGGGA
RACAGCTAGACACACTCCAGTTAACTCCTGGCTAGGCAACATTATCATGTA
TGCGCCCACCTTATGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCACTTCTTCTCCAT
CCTTCTAGCTCAGGAAGAACTTGAAAAAGCCCTGGATTGYCAAATCTACG
GGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACGTACCTCAGATCATTCAGGGA
CTCCATGGCCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGAGATC
AATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCACCCTTGCGAGT
CTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTACTGTGCCAGGGA
GGGAGGGCCGCCACTTGTGGCAGGTACCTCTTCAATTGGGCAGTAAGGA
CCAAGCTTAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTCCCAGTTGGACTTGTCC
GGCTGGTTCGTTGCTGGGTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCCTGT
CTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTCCTGTGGTGCCTACTCCTACTTTCTGTA
GGGGTAGGCATCTACCTGCTCCCCAACCGATGA

>NS5B Pt15
TCGATGTCCTAYACATGGACAGGCGCCCTGATCACGCCATGCGCCGCGG
ARGAAAGCAAGCTGCCCATCAATGCGTTGAGCAACTCTTTGCTGCGTCAC
GATAAYATGGTCTACGCCACAACATCCCGCAGCGCAAGCCAGCGGCAGA
AGAAGGTCACCTTTGAGAGACTGCAGGTCCTGGACGACCACTACCGGGA
CGTGCTTAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTTAAGGCTAGACTTC
TATCYGTAGAAGAAGCCTGCAAGCTGACGCCCCCACACTCAGCCAGATCC
AAATTTGGCTATGGGGCGAAGGACGTCCGGAACCTATCTAGCAAGGCCGT
TAACCACATCCGCTCCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGAAACAC
CAATCGACGCTACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGCGTCCAACCA
GAGAAAGGAGGTCGCAAGCCRGCTCGCCTTATCGTGTTCCCAGATTTGG
GAGTCCGTGTGTGCGAGAAAATGGCCCTTTACGACGTGGTCTCCACCCTT
CCTCAGGCCGTGATGGGCCCCTCATACGGATTCCAATACTCTCCTGGACA
GCGGGTCGAGTTCCTGGTGAATGCGTGGAAATCAAAGAAAAACCCTATGG
GCTTCTCATATGACACCCGCTGYTTTGACTCTACGGTCACYGAGAGYGAC
ATCCGTACTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCCCCCGAAGC
CAGACAGGTTATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTATATCGGGGGTCCTY
TGACTAATTCAAAAGGGCAGAACTGCGGCTATCGCCGGTGTCGCGCAAG
CGGCGTGCTGACGACCAGCTGCGGCAATACCCTCACATGTTACCTGAAG
GCCACTGCAGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACAATGCTTG
TGTGTGGGGACGACCTTGTCGTYATCTGTGAGAGCGCGGGGACCCAAGA
GGACGCAGCGAGCCTACGAGTCTTCACGGAGGCTATGACTAGGTACTCT
GCTCCCCCCGGGGACCCGCCCCGGCCGGAATACGACTTGGARTTAATAA
CATCATGCTCCTCCAACGTGTCGGTCGCGCACGACGCACAYGGCAAAAG
GGTGTACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCGCGGGCYGCA
TGGGAGACAGCTAGACACACTCCAGTCAACTCCTGGCTAGGCAACATCAT
CATGTATGCGCCCACCTTGTGGGCAAGGATGATYCTGATGACYCATTTCTT
CTCCATCCTTCTAGCCCAGGAGCAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGAT
CTACGGGGCCTGTTACTCCATTGAGCCACTTGACCTACCTCAGATCATTCA
GCGACTCCATGGTCTTAGCGCATTTTCACTCCACAGTTACTCTCCAGGTGA
GATCAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCACCCCTGC
GAGTCTGGAGACATCGGGCCAGAAGTGTCCGCGCTAAGCTGCTGTCCCG
GGGGGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAAGTACCTCTTCAACTGGGCRGTA
AGGACCAAGCTCAAACTCACTCCAATCCCGGCTGCGTTCAAGCTGGACTT
GTCCGGCTGGTTCGTTGCTGGTTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGC
CTGTCTCGTGCCCGACCCCGCTGGTTYRTGTGGTGCCTACTCCTACTTTC
TGTAGGGGTAGGCATCTACCTGCTCCCCAACCGATGA

>NS5B Pt16
TCGATGTCCTACACATGGACAGGCGCCTTGATCACACCGTGCGCTGCGG
ARGAGAGCAAGCTGCCCATCAAYGCGCTGAGCAAGTCTTTGYTGCGYCAC
CATAACATGRTCTATGCCACAACATCCCGCAGCGCYAGCCAAMGGCAGAR
GAAGGTCACTTTTGAYAGACTGCARGTCCTGGACGACCACTACCGGGACG
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TGCTYAAGGAGATGAAGGCGAAGGCGTCCACAGTCAAGGCTAAACTTCTA
TCCGTAGARGAAGCCTGYAAGCTGACRCCCCCACACTCGGCCAGATCYAA
ATTTGGCTATGGGGCAAAGGACGTCCGGAACCTATCCAGCAAGGCCGTTA
ACCACATCCACTGCGTGTGGAAGGACTTGCTGGAAGACACTGACACACCA
ATTGACACCACCATCATGGCAAAAAATGAGGTTTTCTGYATCCAACCAGAG
AAAGGAGGCCGCAAGCCAGCTCGCCTTATCGTRTACCCAGACCTGGGGG
TCCGRGTGTGCGAGAAGATGGCTCTTTAYGATGTGGTCTCCACYCTTCCT
CAGGCCGTGATGGGCCCCTCRTACGGATTTCAGTACTCTCCTGGACAGC
GGGTTGAGTTCCTGGTGAAWGCCTGGAARTCAAAGAAATGGCCTATGGG
CTTCGCRTATGACACCCGCTGCTTYGACTCRACGGTCACTGAGAATGACA
TYCGTGTTGAGGAGTCAATTTACCAATGTTGTGACTTGGCYCCCGAAGCC
AGACAGGYCATAAGGTCGCTCACAGAGCGGCTTTAYATCGGGGGTCCYCT
AACCAATTCAAAAGGGCAAAACTGCGGTTATCGCCGGTGTCGCGCRAGC
GGCGTGCTGACGACTAGCTGCGGCAAYACCCTTACATGTTACTTGAARGC
CTCTGCRGCCTGTCGAGCTGCGAAGCTCCAGGACTGCACGATGOTCGTG
TGCGGAGACGACCTCGTCGTTATCTGTGAGAGCGCGGGGACCCACGAGG
ATGCGGCGAGCCTACGAGTCTTYACGGAGGCTATGACTAGGTACTCCGG
CCCCCCYGGGGACCCGCCTCAGCCAGAATACGACTTAGAGCTGATAACAT
CATGCTCTTCCAAYGTGTCRGTCGCGCACGATGCATCYGGCAAAAGGGTR
TACTACCTCACCCGTGACCCCACCACCCCCCTTGCRCGGGCTGCGTQGG
ARACAGCTAGACACACTCCAGTYAACTCCTGGCTAGGCAACATCATCATG
TAYGCGCCCACCYTATGGGCAAGGATGATCCTGATGACTCATTTCTTGtCC
ATCCTTCTAGCTCAGGAGCAACTTGAAAAAGCCCTAGATTGTCAGATCTAY
GGGGCCTGTTACTCCATTGAACCACTTGACCTACCTCAAATCATTCARGGA
CTCCATGGTATTAGCGCGTTTTCACTCCAYAGTTACTCTCCAGGWGAGAT
CAATAGGGTGGCTTCATGCCTCAGGAAACTTGGGGTACCRCCCTTGCGAG
TCTGGAGACATCGGGCCAGGAGTGTCCGCGCTAAGYTACTGTCCCAGGG
GGGGAGGGCTGCCACTTGTGGCAARTACCTCTTCAACTGGGCAGTAARAA
CCAAGCTTAATCTCACTCCAATTCCGGCTGCGTCCAAGCTGGATTTATCCR
GCTGGTTGGTTGCCGGYTACAGCGGGGGAGACATATATCACAGCGTGTCT
CMTGCCCGACCCCGCTGGTTCATGTGGTGCCTRCTGCTACTKTCTGTAGG
RGTAGGCATCTACCTGCTYCCCAACCGATGA

D. Alineacién de secuencias con la secuencia de referencia

La alineacion muestra la secuencia de nucleétidos del dominio polimerasa NS5B de un aislado de HCV-1b de un
paciente no tratado. La secuencia se alineacion frente a una secuencia de referencia. Las homologias entre las dos

secuencias se representan como puntos.
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Ejemplo 3

Ensayo de fenotipado de NS3

Construccion de vector lanzadera Delta [NS3]

El plasmido 11pFK 1341 Pl luc NS3-3'_ET se basa en la construccion descrita en Krieger et al. 2001 y la proporcioné
amablemente el Prof. Bartenschlager (Heidelberg, Alemania). Para generar un vector lanzadera para el fenotipado
de NS3, se modificdé por mutagénesis dirigida al sitio para introducir dos sitios de restriccion Sacll en la posicion 3338
y 3899. En una siguiente etapa, el plasmido modificado se digiri6 con Sacll y posteriormente se religd para dar el
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vector lanzadera delta[NS3] pFK 1341 Pl luc ANS3 7-192_ET (SEC ID N° 10).

Para la clonacioén InFusion, se linealizé la estructura delta[NS3] pFK 1341 Pl luc ANS3 7-192_ET (SEC ID N° 10) por
digestion con Sacll.

Ejemplo 4

Clonacion de los amplicones de PCR de NS3 de pacientes infectados en el vector lanzadera delta|[NS3]

A. Generacién del amplicén de NS3 a partir de aislados de pacientes infectados con HCV

Para la PCR, se mezclé 1 ul del producto de RT-PCR de una etapa del ensayo de genotipado de NS3 con cebador
1b_InFu_NS3_F (SEC ID N° 11) 0,2 uM, cebador 1b_InFu_NS3 R (SEC ID N° 12) 0,2 uM y mezcla maestra
Herculase™ Hotstart (Stratagene) 2x para dar un volumen total de 50 pl. La desnaturalizacion inicial fue a 95°C
durante 2 min y el ciclado térmico consisti6 en 10 ciclos seguidos de otros 20 ciclos que consistian en
desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, hibridacion a 60°C durante 30 s y elongacion a 72°C durante 1 min (mas 10 s
por ciclo). La extension final tuvo lugar a 72°C durante 10 min. Los amplicones se purificaron usando el kit de
purificacién de gel QIAQuick (Qiagen).

B. Preparacion del vector lanzadera delta [NS3]

Se digirio la estructura lanzadera subgenémica de NS3 con un exceso de la endonucleasa de restriccion Sacll (NEB)
y tampén 4 de enzima de restriccion (NEB) 1x a 37°C durante una noche. En una siguiente etapa, se afadio
fosfatasa intestinal de ternera y la mezcla se incubé durante 40 min a 37°C para desfosforilar la estructura lanzadera
linealizada. El vector desfosforilado se purificdé mediante electroforesis en gel de agarosa (violeta cristal) seguido de
extraccion del gel usando el kit de QIAGEN. El vector linealizado se almacen6 a -20°C hasta uso adicional.

C. Clonacién de NS3 derivado de aislados de pacientes en el vector lanzadera delta [NS3] linealizado

Los productos de PCR y el vector linealizado se descongelaron y el producto de PCR se almacené en hielo hasta la
clonacion. Inmediatamente antes de la clonacién por In-Fusion™, el vector linealizado se desnaturalizé durante 5
min a 60°C y posteriormente se puso en hielo. Para la reaccion de clonacion, se afiadio 1 pl del producto de PCR y 1
ul de la preparacion de vector a 8 ul de agua libre de Dnasa/Rnasa. La mezcla completa (10 pl) se afiadié en un tubo
que contenia mezcla de reaccion Dry-Down In-Fusion™ (Clontech) y se pipete6 cuidadosamente arriba y abajo. Las
etapas de pipeteo se realizaron en hielo. Los tubos de PCR que contenian la mezcla de clonacién In-Fusion™ se
transfirieron posteriormente a un termociclador y se incubaron durante 30 min a 42°C. Después de la incubacion los
tubos se transfirieron inmediatamente a hielo.

D. Transformacion del ADN de replicén recombinante

La transformacién de células de Escherichia coli se realizé inmediatamente después de la etapa de clonacién por In-
Fusion™. Se usaron células Ultracompetentes XL10-Gold® (Stratagene) para la transformacion. Se transformaron
50 pl de las células con 5 pl de la mezcla de clonacién In-Fusion™ de acuerdo con el protocolo de Stratagene. La
mezcla de transformacion completa se sembré en placas LB Petri que contenian ampicilina y se incubaron durante
una noche a 37°C. Las colonias se combinaron aplicando 1 ml de medio LB que contenia ampicilina a las placas
Petri y retirando las colonias por raspado. La suspension bacteriana se transfirié a un tubo Falcon de 15 ml. Las
placas Petri se lavaron una segunda vez con 1 ml del medio LB que contenia ampicilina y la solucion se transfirié de
nuevo al tubo Falcon. Se afiadieron 2 ml de medio LB que contenia ampicilina y las células se cultivaron a 37°C
hasta que alcanzaron la fase logaritmica (aproximadamente 4-5 horas). Se usaron 1,5 ml del cultivo celular para la
inoculacion de 200 ml de medio LB que contenia ampicilina. Las células se cultivaron durante una noche a 37°C
para la preparacion de ADN. EI ADN se preparé usando el kit de purificacion de ADN Maxiprep de QIAGEN.

Ejemplo 5
Ensayo fenotipico de replicon de NS3

A. Linealizacion del ADN plasmidico del replicoén recombinante

El ADN plasmidico del replicon (10 pg por muestra) se linealizé usando 1,5 ul de Asel (NEB) y 3 ul de Seal (NEB)
junto con 4 ul de tampon 3 de NEB para dar un volumen total de 40 pl. La mezcla de reaccién se incub6 durante 4
horas a 37°C. El vector linealizado se separé de los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de
agarosa y se purificé usando el kit de extraccion de gel de QIAGEN. La concentracién de ADN se midi6é usando el
espectrofotometro Nanodrop® (proporcion DO260 nm/DO280 nm). ElI ADN purificado se almacen6 a -20°C hasta su
uso adicional.
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B. Preparacion de ARN de replicén transcrito in vitro

La transcripcién in vitro se realizé usando el kit de transcripcion de alto rendimiento MEGAscript (Ambion) de
acuerdo con el protocolo HCV_SP_038.vs2 en la Laboratory Operation Unit en Tibotec. En resumen, se usé 1 ug del
ADN de replicon linealizado y purificado por reacciéon para transcripcion in vitro y se afiadiéo a una mezcla que
contenia 44 pl de agua sin nucleasa, 4 pl de solucion de ATP, 4 ul de soluciéon de CTP, 4 ul de solucion de GTP, 4 pl
de solucién de UTP y tampdn de reaccion 10x. Se afnadieron posteriormente cuatro ul de la mezcla de enzimas. El
pipeteo se realizé a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se incubé durante 4 horas a 37°C. Se afiadieron
posteriormente dos pul de DNasa TURBO (Ambion) y la mezcla se incubé durante 15 min a 37°C para destruir el
modelo de ADN. ElI ARN se purificd usando el kit MEGAclear™ (Ambion). EIl ARN se cuantificé usando el
espectrofotometro Nanodrop® (proporcion DO260 nm/DO280 nm). EI ARN purificado se almacend en alicuotas de
10 ng a -80°C hasta su uso adicional.

C. Linea celular de hepatoma

Se cultivo la linea celular de hepatoma curada Huh7 a 37°C en una atmoésfera humidificada con CO- al 5% en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biowhittaker, Cat n°® BE12-917F) suplementado con L-Glutamina y FCS
al 10%.

D. Determinacion de replicacion transitoria del replicon

Se transfectaron 4x10° células con 10 ug de ARN de replicon transcrito in vitro mediante electroporacion. Para la
determinacion de la CEsp, se sembraron 4.000 células/pocillo en un volumen de 30 pl de medio en placas blancas de
compuesto de 384 pocillos. Las placas de compuesto contenian 10 pl/pocillo de la dilucién respectiva de compuesto
en medio (que contenia DMSO al 2%), lo que conduce a un volumen total de 40 pl por pocillo con una concentracion
final de DMSO al 0,5%. Las diluciones de compuesto se prepararon por cuadruplicado. Las placas de cultivo celular
se incubaron durante 48 h a 37°C y CO, al 5%. Los experimentos se realizaron por triplicado. La lectura de
quimioluminiscencia de luciferasa de luciérnaga se realizé usando el reactivo Steady-Lite (PerkinElmer). Los valores
de CEsg se evaluaron como la concentracion inhibidora a la que se observé una reduccion del 50% en el nivel de
indicador luciferasa de luciérnaga en comparacioén con el nivel de sefial de luciferasa de luciérnaga sin la adicion de
compuestos. Los resultados de los estudios que ensayan el efecto inhibidor de un inhibidor de proteasa ejemplar,
SCH 503034, sobre la replicacion de replicon WT y replicones con secuencias de NS3 derivadas de pacientes se
muestran en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra que el vector lanzadera con NS3 restablecido se replica. GND sirve como control de replicén sin
replicacion.

La Tabla 3 muestra los valores de CEsp de un inhibidor de proteasa de HCV ensayado en el sistema lanzadera de
replicon de NS3 con 5 aislados de pacientes.

Resultados:

Tabla 2: Nivel de replicacion de replicones (formato de 96 pocillos*)

Plasmido Estructura del vector Nivel RLU" [Nivel de replicacién’
rep PI-luc/ET (WT) rep PI-luc/ET (WT) 1637 +348

rep Pl-luc/ET NS3 7-192 InFu Rep PI-Iuc/ET delta [NS3 7-192] Sacll | 1047 + 151 |Nivel WT
restablecido

GND 17 £2 Sin replicacion

Se sembraron 15000 células por pocillo en placas de 96 pocillos.
'RLU representa el nivel de sefal de luciferasa de luciérnaga observado después de 48 horas post-transfeccion.
2E| nivel de replicacion es comparado con el vector de tipo silvestre (WT).

Tabla 3: Valores de CEsp (formato de 384 pocillos)

Secuencia de NS3 SCH 503034 CEsg [uM]*
rep PI-luc/ET (WT) 0,140 + 0,069
Aislado clinico Pt 1 0,341 +£ 0,130

Aislado clinico Pt 2 0,090 + 0,046
Aislado clinico Pt 3 0,124 + 0,023
Aislado clinico Pt 4 0,126 + 0,018
Aislado clinico Pt 5 0,120 + 0,068
* Inhibicién por SCH 503034 de la replicacion transitoria de ARN del replicon de HCV que contiene NS3 de aislados
clinicos del genotipo 1b insertado en el vector lanzadera pFK Pl-luc delta[NS3 7-192]_ET; valor medio de ECs, de al
menos n=3 experimentos.
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Ejemplo 6
Ensayo de fenotipado de NS5B

Construccion de estructura deltaflNS5B]

El plasmido 11pFK 1341 Pl luc NS3-3'_ET se basa en la construccion descrita en Krieger et al. 2001 y la proporcioné
amablemente el Prof. Bartenschlager (Heidelberg, Alemania). Para generar un vector lanzadera, se modificd por
mutagénesis dirigida al sitio para introducir dos sitios de restriccion Aflll en la posicion 7481 y 9287. Primero, se
introdujo un sitio de restriccion Aflll por mutagénesis dirigida al sitio en el 3' NCR directamente después del codon de
parada de NS5B en Medigenomix (Munich, Alemania) produciendo el plasmido pFKi341 luc_NS3-3-ET-Aflll (SEC ID
N° 17). A continuacion, se introdujo un segundo sitio de restriccion Aflll 8 aa cadena arriba del sitio de escision de
NS5A/NS5B usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change (Stratagene La Jolla, CA, EEUU) de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante con el par de cebadores SDM Aflll-5A-fwd (5'-
accgtaagcgaggagcttaaggcetagtgaggacgtc-3') (SEC ID N° 18) y AfllI-5A-rev (5'-gacgtcctcactagccttaagctcctcgcttacggt-
3") (SEC ID N° 19) produciendo el plasmido pFKi341 luc_NS3-3'-ET-2xAflll (SEC ID N° 20). En una siguiente etapa,
el plasmido modificado se digiri6 con Aflll y posteriormente se religd produciendo la estructura deltalNS5B]
pFK_1341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Scal (SEC ID N° 21).

En paralelo, se generé una construccion de fenotipado de NS5B con un sitio de restriccion Xbal en el extremo 3'
usando el plasmido pFKi341 luc_NS3-3'-ET-2xAflll (SEC ID N° 20) como molde. Primero, se muté un sitio Xbal en el
gen de la luciferasa de luciérnaga mediante un enfoque de mutagénesis dirigida al sitio, produciendo una mutacion
silenciosa, usando el par de cebadores Xbal-mut-fwd (5'-ggcgccattctatccactagaggatggaacc-3') (SEC ID N° 22) y
Xbal-mut-rev (5'-ggttccatcctctagtggatagaatggegec-3') (SEC ID N° 23). En una segunda reaccion SDM, se introdujo un
sitio de restriccion Xbal en el extremo 3' del 3' NCR de HCV en lugar del sitio Scal usando el par de cebadores Xbal-
add-fwd (5'-gagtgctgatactggcctctctgcagatcaagtctagaaagtccctttagtgagggttaattc-3') (SEC ID N° 24) y Xbal-add-rev (5'-
gaattaaccctcactaaagggactttctagacttgatctgcagagaggccagtatcagcactc-3') (SEC ID N° 25) produciendo el plasmido
pFKi341 luc_NS3-3-ET-2xAflll-Xbal (SEC ID N° 26). En una siguiente etapa, el plasmido modificado se digiri6 con
Aflll y posteriormente se religd produciendo la estructura deltalNS5B] pFK_1341_PI_NS3-3 ET_dNS5a/b_5a440-
5b591-Xbal (SEC ID N° 27).

La linealizacidon con Xbal produce un extremo 3' de HCV auténtico y ofrecid la posibilidad de amplicones lanzadera
de aislados clinicos que albergan un sitio Scal en la secuencia codificante de NS5B.

Para la clonacion por InFusion, se linealizé la estructura delta[NS5B] pFK 1341 Pl _NS3-3 ET dNS5a/b_5a440-
5b591-Scal (SEC ID N° 21) o pFK_1341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID N° 27) por digestion
con Aflll.

Ejemplo 7

Clonacion de los amplicones de PCR de NS5B de pacientes infectados con HCV en el vector lanzadera delta [NS5B]

A. Generacién de amplicon de NS5B a partir de aislados de pacientes infectados con HCV

Para la PCR InFusion™, se mezclé 1 pl del producto de RT-PCR de una etapa del ensayo de genotipado de NS5B
con cebador 1b_NS5B_F_Aflll-Infusion (5'-AAGCGAGGAGCTTAAGGCYRGTGAGGACGT-3') (SEC ID N° 28) 0,2
M, cebador 1b_NS5B_R_Aflll-Infusion (5'-AGCTCCCCGTCTTAAGTCAYCGGTTGGGG-3') (SEC ID N° 29) 0,2 uM
y mezcla maestra Herculase™ Hotstart (Stratagene La Jolla, CA, EEUU) 2x para dar un volumen total de 50 pl. La
desnaturalizacion inicial fue a 95°C durante 2 min y el ciclado térmico consistid en 10 ciclos seguidos de otros 20
ciclos que consistian en desnaturalizacion a 95°C durante 30 s, hibridacion a 60°C durante 30 s y elongacién a 72°C
durante 1 min 30 s (mas 10 s por ciclo). La extension final tuvo lugar a 72°C durante 10 min. Los amplicones se
purificaron usando el kit de purificacion de gel QIAQuick (Qiagen, Hilden, Alemania). El volumen final de los
amplicones purificados fue 30 pl.

B. Preparacion de vector lanzadera delta [NS5B]

Se digiri6 la estructura lanzadera subgendémica de NS5B con un exceso de la endonucleasa de restriccion Afllll
(NEB) y tampon 4 de enzima de restriccion (NEB) 1x a 37°C durante una noche. En una siguiente etapa, se afiadio
fosfatasa intestinal de ternera y la mezcla se incubd durante 1 h a 37°C para desfosforilar la estructura lanzadera
linealizada. El vector desfosforilado se purificdé mediante electroforesis en gel de agarosa (violeta cristal) seguido de
extraccion del gel usando el kit de QIAGEN. El vector linealizado se almacen6 a -20°C hasta su uso adicional.

C. Clonacién de NS5B derivado de aislados de pacientes en el vector lanzadera delta [NS5B] linealizado

Los productos de PCR y el vector linealizado se descongelaron y el producto de PCR se almacené en hielo hasta la
clonacion. Inmediatamente antes de la clonacién por In-Fusion™, el vector linealizado se desnaturalizé durante 5
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min a 60°C y posteriormente se puso en hielo. Para la reaccion de clonacion, se afadieron 2 pl del producto de PCR
y 1-3 pl de la preparacion de vector a 5-8 ul de agua sin Dnasa/Rnasa. La mezcla completa (10 pl) se afiadié en un
tubo que contenia la mezcla de reaccion Dry-Down In-Fusion™ (Clontech) y se pipete6 cuidadosamente arriba y
abajo. Las etapas de pipeteo se realizaron en hielo. Los tubos de PCR que contenian la mezcla de clonacion In-
Fusion™ se transfirieron posteriormente a un termociclador y se incubaron durante 30 min a 42°C. Después de la
incubacion los tubos se transfirieron inmediatamente a hielo.

D. Transformacion de ADN de replicon recombinante

La transformacioén de células de Escherichia coli se realizé inmediatamente después de la etapa de clonacién por In-
Fusion™. Se usaron las células Ultracompetentes XL10-Gold® (Stratagene) para la transformacion. Se
transformaron 50 pl de las células con 5 pl de la mezcla de clonacion In-Fusion™ de acuerdo con el protocolo de
Stratagene. La mezcla de transformacion completa se sembrd en placas LB Petri que contenian ampicilina y se
incubaron durante una noche a 37°C. Las colonias se combinaron aplicando 1 ml de medio LB que contenia
ampicilina a las placas Petri y retirando las colonias por raspado. La suspension bacteriana se transfirié a un tubo
Falcon de 15 ml. Las placas Petri se lavaron una segunda vez con 1 ml del medio LB que contenia ampicilina y la
solucion se transfirié de nuevo al tubo Falcon. Se afiadieron 2 ml de medio LB que contenia ampicilina y las células
se cultivaron a 37°C hasta que alcanzaron la fase logaritmica (aproximadamente 4-5 horas). Se usaron 1,5 ml del
cultivo celular para la inoculacién de 200 ml de medio LB que contenia ampicilina. Las células se cultivaron durante
una noche a 37°C para la preparacion de ADN. EI ADN se prepard usando el kit de purificacion de ADN Maxiprep de
QIAGEN.

Ejemplo 8
Ensayo fenotipico de replicon de NS5B

A. Linealizacion del ADN plasmidico del replicon recombinante

El ADN plasmidico del replicon (10 pg por muestra) se linealizé usando 3 pl de Xbal (NEB) junto con 10 pl de
tampon NEB 4 y 1 ul de una solucién madre de BSA concentrada 100x (NEB) para dar un volumen total de 100 pl.
La mezcla reaccion se incub6 durante 4 horas a 37°C. El vector linealizado se separ6 de los fragmentos resultantes
mediante electroforesis en gel de agarosa y se purifico usando el kit de extraccion de gel de QIAGEN. La
concentracion de ADN se midié usando el espectrofotometro Nanodrop® (proporcion DO260 nm/DO280 nm). El
ADN purificado se almacené a -20°C hasta su uso adicional.

B. Preparacion de ARN de replicon transcrito in vitro

La transcripcién in vitro se realizé6 usando el kit de transcripcion de alto rendimiento MEGAscript (Ambion) de
acuerdo con el protocolo HCV_SP_038.vs2 en la Laboratory Operation Unit en Tibotec. En resumen, se usé 1 ug del
ADN de replicén linealizado y purificado por reaccién para la transcripcion in vitro y se afiadié a una mezcla que
contenia 44 pl de agua sin nucleasa, 4 pl de solucion de ATP, 4 ul de solucion de CTP, 4 ul de solucion de GTP, 4 pl
de solucién de UTP y tampodn de reaccion 10x. Posteriormente se afiadieron cuatro pl de la mezcla de enzimas. El
pipeteo se realiz6 a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se incubd durante 4 horas a 37°C. Posteriormente
se afiadieron dos pl de DNasa TURBO (Ambion) y la mezcla se incubé durante 15 min a 37°C para destruir el molde
de ADN. El ARN se purifico usando el kit MEGAclear™ (Ambion). EI ARN se cuantificd usando el espectrofotometro
Nanodrop® (proporcion DO260 nm/DO280 nm). El ARN purificado se almacend en alicuotas de 10 ug a -80°C hasta
su uso adicional.

C. Linea celular de hepatoma

Se cultivo la linea celular de hepatoma curada Huh7 a 37°C en una atmoésfera humidificada con CO- al 5% en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Biowhittaker, Cat n° BE12-917F) suplementado con L-Glutamina y FCS
al 10%.

D. Determinacion de replicacion transitoria del replicon

Se transfectaron 4x10° células con 10 ug de ARN de replicon transcrito in vitro mediante electroporacion. Para la
determinacion de CEsp se sembraron 4.000 células/pocillo en un volumen de 30 pl de medio en placas blancas de
compuesto de 384 pocillos. Las placas de compuesto contenian 10 pl/pocillo de la dilucidn respectiva de compuesto
en medio (que contenia DMSO al 2%), lo que conduce a un volumen total de 40 pl por pocillo con una concentracion
final de DMSO al 0,5%. Las diluciones del compuesto se prepararon por cuadruplicado. Las placas de cultivo celular
se incubaron durante 48 h a 37°C y CO- al 5%. Los experimentos se realizaron al menos por duplicado. La lectura
de quimioluminiscencia de luciferasa de luciérnaga se realizd usando el reactivo Steady-Lite (PerkinElmer). Los
valores de CEsp se evaluaron como la concentracion inhibidora a la que se observé una reduccion del 50% en el
nivel de indicador de luciferasa de luciérnaga en comparacion con el nivel de sefial de luciferasa de luciérnaga sin la

18



10

15

ES 2546 190 T3

adicién de compuestos. Los resultados de estudios que ensayan el efecto inhibidor de un inhibidor de polimerasa
ejemplar, acido tiofene-2-carboxilico, sobre la replicacion de replicon WT y replicones con secuencias NS5B
derivadas del paciente se muestran en la Tabla 4.

La Tabla 4 muestra los valores de CEsp de un inhibidor de polimerasa de HCV ensayado en el sistema lanzadera de
replicon de NS5B con 5 aislados de pacientes.

Resultados:

Tabla 4: Valores de CEs, (formato de 384 pocillos)

Secuencia de NS5B Acido tiofeno-2-carboxilico CEsy [uM]*
Rep PI-luc/ET (WT) 0,58
Aislado clinico Pt 12 0,28
Aislado clinico Pt 13 0,59
Aislado clinico Pt 14 1,0**
Aislado clinico Pt 15 0,63
Aislado clinico Pt 16 3,96

* Inhibicién por acido tiofeno-2-carboxilico de replicacién transitoria de ARN del replicén de HCV que contiene NS5B
de aislados clinicos de genotipo 1b insertado en el vector lanzadera pFK Pl-luc delta[NS5B]_ET; valor medio de CEsp
de al menos n=2 experimentos.

** medido una vez

Tabla 5
SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/
N° Secuenciacion
1 NS5Bsubtype A TGGGGTTCGCGTA ensayo de subtipado  |Amplificacion
TGATACCCGCTGC basado en secuencia
TTTGA de NS5B
2 NS5Bsubtype B TGGGGTTTTCTTA ensayo de subtipado  |Amplificacion
CGACACCAGGTG basado en secuencia
CTTTGA de NS5B
3 NS5Bsubtype_C CCGTATGATACCC ensayo de subtipado  |Amplificacion y
GCTGCTTTGACTC AAC |basado en secuencia |secuenciacion
de NS5B
4 NS5Bsubtype D TCCTACGACACCA ensayo de subtipado  |Amplificacion y
GGTGCTTTGATTC AAC |basado en secuencia |secuenciacion
de NS5B
5 NS5Bsubtype E AATTCCTGGTCAT ensayo de subtipado  |Amplificacion y
AGCCTCCGTGAA basado en secuencia |secuenciacion
GACTC de NS5B
6 1b_NS3 out F GCGTGTGGGGAC 181 aa N-terminales Amplificacion
ATCATCTTAGG del ensayo de
genotipado de NS3
7 1b_NS3 out R GCTGCCAGTGGG 181 aa N-terminales Amplificacion
AGCGTG del ensayo de
genotipado de NS3
8 1b_NS3 in F TCATCTTAGGCCT 181 aa N-terminales Amplificacién y
GCCCGTCTC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
9 1b_NS3 in R GGGAGCGTGTAG 181 aa N-terminales Amplificacion y
ATGGGCCAC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
10 pFK 1341 Pl luc Secuencia plasmidica de |Fenotipado de NA
deltaNS3 7-192 ET estructura delta[NS3] estructura lanzadera
11 1b_InFu_NS3 F ATGGCGCCTATTA Fenotipado de cebador | Amplificacion
CCGCCTACTCCCA de amplificacion
ACAGACG
12 1b_InFu_NS3 R AATGTCTGCGGTA Fenotipado de cebador | Amplificacion
CCGCCGGGGGGG de amplificacion
ATGAGTTGTC
13 1b_NS5B out F TAGAGTCCTGGA Ensayo de genotipado |Amplificacion
AGGACCCGG de polimerasa (NS5B)
14 1b_NS5B out R GGCCTGGAGTGG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TTAGCTCCCC de polimerasa (NS5B)
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SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/
N° Secuenciacion
15 1b_NS5B in F TGGAAGGACCCG Ensayo de genotipado |Amplificacion y
GACTACG de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
16 1b_NS5B in R GAGTGGTTAGCTC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CCCGTTCA de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
17 pFKi341 luc NS 3-3'- plasmido con 1er sitio Aflll |Fenotipado de NA
ET-Afl (plasmido intermedio) estructura lanzadera
18 AfllI-5A-fwd (5'-accgtaagcgaggag Fenotipado para
cttaaggctagtgaggacgtc -3') |clonacion
cebador SDM
19 Aflll-5A-rev (5'-gacgtcctcactagcctt Fenotipado para
aagctcctcgcttacggt-3' clonacion
cebador SDM
20 pFKi341 luc NS 3-3'- plasmido con 20 sitio Aflll |Fenotipado de NA
ET-2xAflll (plasmido intermedio) estructura lanzadera
21 pFK 1341 PI NS 3-3 ET [Secuencia plasmidica de |Fenotipado de NA
dNS5A/b_5a440- estrcutura delta[NS5B] estructura lanzadera
5b591-Scal Scal
22 Xbal-mut-fwd (5'-ggcgccattctatccac Fenotipado para
tagaggatggaacc-3') clonacion
cebador SDM
23 Xbal-mut-rev (5'-ggttccatcctctagtg Fenotipado para
gatagaatggcgcc-3') clonacion
cebador SDM
24 Xbal-add-fwd (5'-gagtgctgatactggcc Fenotipado para
tctctgcagatcaagtctaga clonacion
aagtccctttagtgagggtta
attc-3")
25 Xbal-add-rev (5-gaattaaccctcactaaa Fenotipado para
gggactttctagacttgatctg clonacion
cagagaggccagtatcagc
actc-3')
26 pFKi341 luc NS 3-3'- Plasmido intermedio Fenotipado de NA
ET-2xAfl 1l-Xbal estructura lanzadera
27 pFK 1341 PI NS 3- Secuencia plasmidica de |Fenotipado de NA
3_ET dNS5A/b_5a440- |estructura delta[NS5B] estructura lanzadera
5b591-Xbal Xbal
28 1b_NS5B_F_Afll I- AAGCGAGGAGCT Fenotipado de cebador | Amplificacion
Infusion TAAGGCYRGTGA de amplificacion
GGACGT
29 1b_NS5B_R_Afll I- AGCTCCCCGTCTT Fenotipado de cebador | Amplificacion
Infusion AAGTCAYCGGTT de amplificacion
GGGG
30 1a_NS3/4A out R GGGACCTCACCG Ensayo de genotipado |Amplificacion
CTCATGAT de proteasa (NS3/4A)
31 1a_NS3/4A in R CTCACCGCTCATG Ensayo de genotipado |Amplificacion
ATCTTGAATGC de proteasa (NS3/4A)
32 1a_NS3/4A out F CGGAGGTCATTA Ensayo de genotipado |Amplificacion
CGTGCAAATG de proteasa (NS3/4A)
33 1a_NS3/4A in F CGTGCAAATGGC Ensayo de genotipado |Amplificacion
CATCATCAAG de proteasa (NS3/4A)
34 1a_NS2 F1sb GCGCTTACTGGCA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCTATG de proteasa (NS3/4A)
35 1a_NS3 F1s AGGCACGCCGAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTCAT de proteasa (NS3/4A)
36 1a_NS3 R2s CGGGACCTTGGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCTCTT de proteasa (NS3/4A)
37 1a_NS3 F2s CGGCACTGTCCTT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GACCA de proteasa (NS3/4A)
38 1a_NS3 R3s GAGTCGAAGTCG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCGGTA de proteasa (NS3/4A)
39 1a_NS3 F3s CC GAGACTACAG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TTAGGCTACG de proteasa (NS3/4A)
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SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/
N° Secuenciacion
40 1a_NS3 R4s GCATGTCATGATG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TATTTGGTG de proteasa (NS3/4A)
41 1a_NS4B R1s ACGAGGACCTTC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCCAGT de proteasa (NS3/4A) y
NS4B/5A
42 1a_NS3 out R GCTGCCGGTGGG 181 aa N-terminales Amplificacion
AGCATG del ensayo de
genotipado de NS3
43 1a_NS3 in R GAGCATGCAGGT 181 aa N-terminales Amplificacion y
GGGCCAC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
44 1a_NS3 out F GCGGCGACATCA 181 aa N-terminales Amplificacion
TCAACGG del ensayo de
genotipado de NS3
45 1a_NS3 in F CATCAACGGCTTG 181 aa N-terminales Amplificacion y
CCCGTCTC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
46 1a_NS3 Fs BU GACCTTTACCTGG 181 aa N-terminales Secuenciacion
TCACGAG del ensayo de
genotipado de NS3
47 1a_NS4B/5A out R GCTGTCCAGAACT Ensayo de genotipado |Amplificacion
TGCAGTCTGTC de NS4B/5A
48 1a_NS4B/5A in R CCTTTGGCAAGCA Ensayo de genotipado |Amplificacion
CTGCGTG de NS4B/5A
49 1a_NS4B/5A out F CTGCGTGGTCATA Ensayo de genotipado |Amplificacion
GTGGGCAG de NS4B/5A
50 1a_NS4B/5A in F TGTCTTGTCCGGG Ensayo de genotipado |Amplificacion
AAGCCGG de NS4B/5A
51 1a_NS4B F2s CGTCACTGCCATA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CTCAGCA de NS4B/5A
52 1a_NS5A R1s CGTCCCGTTTTTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ACATG de NS4B/5A
53 1a_NS5A R2s TGACTCAACCCTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTGATGTT de NS4B/5A
54 1a_NS5A F2s CGGTGGTCCTCAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CGAA de NS4B/5A y
polimerasa (NS5B)
55 1a_NS4A F1s TTGTCCGGGAAGCCG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
de NS4B/5A
56 1a_NS5B R1s TGGCAAGCACTGCGTG |Ensayo de genotipado |Secuenciacion
de NS4B/5A
57 1a_NS5A F1s TTGACGTCCATGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCACTG de NS4B/5A
58 1a_NS5B out R AGGCC GGAGTGT Ensayo de genotipado |Amplificacion
TTACCCCAAC de polimerasa (NS5B)
59 1a_NS5B in R GGAGTGTTTACCC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CAACCTTCA de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
60 1a_NS5B out F TGACTATGAACC Ensayo de genotipado |Amplificacion
ACCTGTGGTCC de polimerasa (NS5B)
61 1a_NS5B in F CACCTGTGGTCCA Ensayo de genotipado |Amplificacion y
TGGCTG de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
62 1a_NS5B F1s CATCAACTCCGTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGGAAAG de polimerasa (NS5B)
63 1a_NS5B R1s CAGCGGGTATGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TAGGAGAA de polimerasa (NS5B)
64 1a_NS5B F2s GCACCATGCTCGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTGTG de polimerasa (NS5B)
65 1a_NS5B R2s GTCATCAGTATCA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCCTCGCC de polimerasa (NS5B)
66 1a_NS5B F3s CGACTC CATGGTC Ensayo de genotipado |Secuenciacion

TTAGCG

de polimerasa (NS5B)
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SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/

N° Secuenciacion

67 1b NS3/4A out R GAGCGCCTTCTGT Ensayo de genotipado |Amplificacion
TTGAATTG de proteasa (NS3/4A)

68 1b_NS3/4A in R CTGTTTGAATTGC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
TCGGCGAG de proteasa (NS3/4A) |secuenciacion

69 1b_NS3/4A out F ATGCATGCTGGTG Ensayo de genotipado |Amplificacion
CGGAA de proteasa (NS3/4A)

70 1b_NS3/4A in_F TGGTGCGGAAAG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TCGCTGG de proteasa (NS3/4A)

71 1b_NS2 F1s GGTCATTATGTCC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AAATGGC de proteasa (NS3/4A)

72 1b_NS3 F1s CGGCAGCTCGGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCTTTA de proteasa (NS3/4A)

73 1b_NS3 R2s CACTTGGAATGTC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGCGGTAC de proteasa (NS3/4A)

74 1b_NS3 F2s GATGAGTGCCAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCAACTGACT de proteasa (NS3/4A)

75 1b_NS3 R3s CGTCTGTTGCCAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GACAA de proteasa (NS3/4A)

76 1b_NS3 F3s CTATGACGCGGG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CTGTG de proteasa (NS3/4A)

77 1b_NS3 R4s AGCCGTATGAGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CACTTCCAC de proteasa (NS3/4A)

78 1b_NS4B/5A out R GCATAGACCATG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TTGTGGTGACG de NS4B/5A

79 1b_NS4B/5A in R GTGACGCAGCAA Ensayo de genotipado |Amplificacion y
AGAGTTGCTCA de NS4B/5A secuenciacion

80 1b_NS4B/5A out F AGCGTGGTCATTG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TGGGCAG de NS4B/5A

81 1b_NS4B/5A in F GGGC AGG ATC AT Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CTTGTGCGG de NS4B/5A secuenciacion

82 1b_NS4B R1s TTCCCAAGGCCTA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGCTG de NS4B/5A

83 1b_NS4B F2s GGATGAACCGGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGATAGC de NS4B/5A

84 1b_NS5A R1s ATGGAACCGTTTT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGACATGT de NS4B/5A

85 1b_NS5A F1s GGGCATGACCAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGACAAC de NS4B/5A

86 1b_NS5A R2s CCACAGGAGGTT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGCCT de NS4B/5A

87 1b_NS5A F2s CACGGGTGCCCA TTGC |Ensayo de genotipado |Secuenciacion

de NS4B/5A 'y
polimerasa (NS5B)

88 1b_NS5B F1s AAGGAGATGAAG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCGAAGG de polimerasa (NS5B)

89 1b_NS5B R1s CATCACGGCCTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AGGAAG de polimerasa (NS5B)

90 1b_NS5B F2s TCGCTCACAGAG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CGGCT de polimerasa (NS5B)

91 1b_NS5B R2s TGGAGGAGCATG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ATGTTATCA de polimerasa (NS5B)

92 1b_NS5B F3s CGACTCCATGGTC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TTAGCG de polimerasa (NS5B)

93 2a_NS3/4Ain_F GTAGGTGGACTG Ensayo de genotipado |Amplificacion
GCACTTACATCTA de proteasa (NS3/4A)
TGA

94 2a_NS3/4A out_F CGCTATTAGCCCT Ensayo de genotipado |Amplificacion
TGGTAGGTGG de proteasa (NS3/4A)

95 2a_NS3/4Ain_R AAATGCCCGCAC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CATACCC de proteasa (NS3/4A) |secuenciacion
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SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/
N° Secuenciacion
96 2a_NS3/4A out_ R GGCTTCTCGCCAG Ensayo de genotipado |Amplificacion
ACATGATCTT de proteasa (NS3/4A)
97 2a_NS2 F2sb CACGGACTTCCCG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGTC de proteasa (NS3/4A)
98 2a_NS3 R1sb TGCCAGTTGGGG CATG |Ensayo de genotipado |Secuenciacion
de proteasa (NS3/4A)
99 2a_NS3 Fis TCCGGGCAGCTGT GTG |Ensayo de genotipado |Secuenciacion
de proteasa (NS3/4A)
100 2a_NS3 R2s CGTCTTGAGGGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGTCTGTG de proteasa (NS3/4A)
101 2a_NS3 F2s GGAGGGTGAGAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCCCTTCTA de proteasa (NS3/4A)
102 2a_NS4B R1s GAAGTTCCACAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTGTTTGGC de proteasa (NS3/4A)
103 2a_NS3 F3s GTAGTGCTCTGTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AGTGCTACG de proteasa (NS3/4A)
104 2a NS3 in F ATCTTAGACGGAC 181 aa N-terminales Amplificacion y
TCCCCGTGTC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
105 2a_NS3 out F ATGCGGGGACAT 181 aa N-terminales Amplificacion
CTTACACGG del ensayo de
genotipado de NS3
106 2a NS3 in R TGGGGCATGCAA 181 aa N-terminales Amplificacién y
GTACCCGAC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
107 2a_NS3 out R CACTGCCAGTTGG 181 aa N-terminales Amplificacion
GGCATG del ensayo de
genotipado de NS3
108 2b NS3/4A in_F TACGGATACCAT Ensayo de genotipado |Amplificacion
AGTTTGTGAGGGC de proteasa (NS3/4A)
109 2b NS3/4A out F TCTCTGCT AC GG A Ensayo de genotipado |Amplificacion
TACCATACTTTG de proteasa (NS3/4A)
110 2b NS3/4A in_ R TCCACCAGTATCT Ensayo de genotipado |Amplificacion
TACCCAGGCCTA de proteasa (NS3/4A)
111 2b NS3/4A out R ACGTCCACCAGT Ensayo de genotipado |Amplificacion
ATCTTACCCA de proteasa (NS3/4A)
112 2b NS2 Fis ACGAGTGTGTAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCTGGTGA de proteasa (NS3/4A)
113 2b NS3 Fis GACCCCTGTACCT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCGG de proteasa (NS3/4A)
114 2b NS3 R2s GCAAGTAGCCCA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCTGGTAAG de proteasa (NS3/4A)
115 2b NS3 F2s GCCATTCAGTGG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ACGCCAC de proteasa (NS3/4A)
116 2b NS3 R3s CCTTGAGTTGGTA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TAACGGAGAC de proteasa (NS3/4A)
117 2b NS3 F3s GCTCTGTGAGTGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TATGATGC de proteasa (NS3/4A)
118 2b NS3 R4s GGTAGGACCAGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGTGTAGGTTT de proteasa (NS3/4A)
119 2b NS4B R1s CAACGAAGCCAG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGGCTC de proteasa (NS3/4A)
120 2b NS3 in F TGCATGGCCTCCC 181 aa N-terminales Amplificacion y
GGTTTC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
121 2b NS3 out F CATGTGGAGACA 181 aa N-terminales Amplificacion
TCCTGCATGG del ensayo de
genotipado de NS3
122 2b NS3 in R TTGGTGCATGCAA 181 aa N-terminales Amplificacion y
GTAGCCCAC del ensayo de secuenciacion

genotipado de NS3
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123 2b NS3 out R CGCTGCCTGTTGG 181 aa N-terminales Amplificacion
TGCATG del ensayo de
genotipado de NS3
124 2b NS5B in F CTTCTGTACCATC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
AGAGTACCTGAT de polimerasa (NS5B) |secuenciacion
CA
125 2b NS5B out F GTGAGCCTTCTGT Ensayo de genotipado |Amplificacion
ACCATCAGAGTA de polimerasa (NS5B)
C
126 2b NS5B out R ATGGAGTGTAGC Ensayo de genotipado |Amplificacion
TAGGGTTTGCC de polimerasa (NS5B)
127 2b NS5B R in TGTAGCTAGGGTT Ensayo de genotipado |Amplificacion y
TGCCGCTCTA de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
128 2b _NS5A F2s GAACCACCCACT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTCCTAGG de polimerasa (NS5B)
129 2b NS5B F1s GCACACTATGACT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGTCTTGCA de polimerasa (NS5B)
130 2b NS5B R1s CATCTTTTCGCAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ACCCTG de polimerasa (NS5B)
131 2b NS5B F2s TAG GTAGG AGGG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCCATG de polimerasa (NS5B)
132 2b NS5B R2s AGCGCTACCGAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ACGTTTG de polimerasa (NS5B)
133 2b NS5B F3s CCGGGCATAATTG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AAAGG de polimerasa (NS5B)
134 3a_NS3/4A in_F ATGCTCGTGCGCT Ensayo de genotipado |Amplificacion '
CCGTGAT de proteasa (NS3/4A)
135 3a NS3/4A out F CTTTGCATGCTCG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TGCGCTC de proteasa (NS3/4A)
136 3a_NS3/4A in_ R TACTATGGGCTCA Ensayo de genotipado |Amplificacion y
ATGACAGC TTGTT G de proteasa (NS3/4A) |secuenciacion
137 3a NS3/4A out R GGTAGCTACTATG Ensayo de genotipado |Amplificacion
GGCTCAATGACA de proteasa (NS3/4A)
GC
138 3a_NS2 F1is TACTTCCAGATGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCATACTGAGC de proteasa (NS3/4A)
139 3a_NS3 F1is ACTTATACTTGGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TACGCGCG de proteasa (NS3/4A)
140 3a_NS3 R2s TCTTACCGCTGCC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGTC de proteasa (NS3/4A)
141 3a_NS3 F2s TCTTAGATCAGGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGAGACGG de proteasa (NS3/4A)
142 3a_NS3 R3s CTGTTGTTGGTAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GACGGACA de proteasa (NS3/4A)
143 3a_NS3 F3s AGCCCGCTGAGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCACA de proteasa (NS3/4A)
144 3a_NS3 R4s ATGTAGTGTTGGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TTAAGCCG de proteasa (NS3/4A)
145 3a_NS3 out R CTGCCGGTCGGG 181 aa N-terminales Amplificacion
GCATG del ensayo de
genotipado de NS3
146 3a_NS3 in_ R GGTCGGGGCATG 181 aa N-terminales Amplificacion y
AAGGTATCCTAC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
147 3a_NS3 out F CTTGCGGAGATAT 181 aa N-terminales Amplificacion
TCTTTGCGG del ensayo de
genotipado de NS3
148 3a_NS3 in_ F TTGCGGGCTGCCC 181 aa N-terminales Amplificacion y
GTCTC del ensayo de secuenciacion

genotipado de NS3
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149 3a NS4B/5A out R CGACGTTGAATA Ensayo de genotipado |Amplificacion
GACTAGGTTATG de NS4B/5A
ATGTCT

150 3a NS4B/5A out F CCCTAGCGGCCTA Ensayo de genotipado |Amplificacion
CTGCTTG de NS4B/5A

151 3a NS4B/5A in_F GGCCTACTGCTTG Ensayo de genotipado |Amplificacion
TCAGTCGG de NS4B/5A

152 3a_NS4A F1is GCCTACTGCTTGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGTCGG de NS4B/5A

153 3a_NS4B R1s ATACCCCCTATGG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGCG de NS4B/5A

154 3a_NS4B F2s ACAGTGGATGAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAGGCTCAT de NS4B/5A

155 3a_NS5A Ri1s TGACAGGAAATG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AAGGGCAG de NS4B/5A

156 3a_NS5A Fls TGAAGTGGATGG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGTGAGA de NS4B/5A

157 3a_NS5A R2s TGAGGCCTATGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GTCTGG de NS4B/5A

158 3a_NS5A F2s CACCAACTGTCG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ATGGATG de NS4B/5A 'y

polimerasa (NS5B)

159 3a NS4B/5A in_ R TTATGATGTCTCA Ensayo de genotipado |Amplificacion y
ACAAGGAGTTGC de NS4B/5A secuenciacion
TGA

160 3a_NS5B out R AGTGTTATCTTAC Ensayo de genotipado |Amplificacion
CAGCTCACCGAG de polimerasa (NS5B)
C

161 3a_NS5B in_ R ATCTTACCAGCTC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
ACCGAGCTGGC de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion

162 3a_NS5B out F GTATCCTCCAGCC Ensayo de genotipado |Amplificacion
CTTCCTATCTG de polimerasa (NS5B)

163 3a_NS5B in_F CAGCCCTTCCTAT Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CTGGGCTAG de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion

164 3a_NS5B F1s TCGGGTATAGTGC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GAAGGA de polimerasa (NS5B)

165 3a_NS5B _R1s CTTCAGCAGACGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCGACC de polimerasa (NS5B)

166 3a_NS5B _F2s TACATCAAGGCC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ACAGCG de polimerasa (NS5B)

167 3a_NS5B _R2s CTGGAGTGTGAC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GAGCTGTT de polimerasa (NS5B)

168 3a_NS5B F3s CTTGGAGACATC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGGCAC de polimerasa (NS5B)

169 4a/d NS3/4A in_F GCGCGTCCCTTAC Ensayo de genotipado |Amplificacion
TTCGTGAG de proteasa (NS3/4A)

170 4a/d NS3/4A out F GCTCCTGCGCGTC Ensayo de genotipado |Amplificacion
CCTTAC de proteasa (NS3/4A)

171 4a/d NS3/4A in_ R GTAGCCAGCGAG Ensayo de genotipado |Amplificacion y
GATGTCCACTAG de proteasa (NS3/4A) |secuenciacion

172 4a/d NS3/4A out R CATCTCGCCGCTC Ensayo de genotipado |Amplificacion
ATGATCTT de proteasa (NS3/4A)

173 4a/d_NS2 F1s GCGTCC CTTACTT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CGTGAG de proteasa (NS3/4A)

174 4a/d_NS3 F1s CCGTGCGCAGGA GAGG |Ensayo de genotipado |Secuenciacion

de proteasa (NS3/4A)

175 4a/d_NS3 F2s C AC GGTCTTGG AC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CAAGC de proteasa (NS3/4A)

176 4a/d_NS3 F3s GCCTGGTACGAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CTGACACC de proteasa (NS3/4A)

177 4a/d_NS3 R2s GCCACTTCCTGTT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGTGC de proteasa (NS3/4A)

25




ES 2546 190 T3

SECID [Nombre de cebador [Secuencia (5'a 3') Observacion Amplificacion/
N° Secuenciacion
178 4a/d_NS3 R3s CTGAGTCAAAGT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CGCCGGT de proteasa (NS3/4A)
179 4a/d_NS3 R4s GACATGCAGGCC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ATGATGTA de proteasa (NS3/4A)
180 4a/d_NS3 in F TAAGGGGATTAC 181 aa N-terminales Amplificacion y
CTGTCTCGGC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
181 4a/d_NS3 out F AGTTGTGTTCACG 181 aa N-terminales Amplificacion
CCCATGGAG del ensayo de
genotipado de NS3
182 4a/d_NS3 in R GGGACTTTGGTGC 181 aa N-terminales Amplificacion y
TCTTGCC del ensayo de secuenciacion
genotipado de NS3
183 4a/d_NS3 out R TCGATGCCATATG 181 aa N-terminales Amplificacion
CCTTGGAC del ensayo de
genotipado de NS3
184 4a/d_NS4B/5A out F |TTTCAGTGGGCAG Ensayo de genotipado |Amplificacion
CGTGGT de NS4B/5A
185 4a/d NS4B/5A in_F AGCGTGGTGATC Ensayo de genotipado |Amplificacion y
GTCGGGAG de NS4B/5A secuenciacion
186 4a/d_NS4B/5A out R |CCTGCAGGCGGT Ensayo de genotipado |Amplificacion
CGAAGG de NS4B/5A
187 4a/d NS4B/5A in R CGAAGGTCACCTT Ensayo de genotipado |Amplificacion y
CTTCTGCCG de NS4B/5A secuenciacion
188 4a/d_NS4B R1s AGACATGAGGGA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AGCAATGG de NS4B/5A
189 4a/d_NS4B_F1sb TGTGCAGTGGAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GAACCG de NS4B/5A
190 4a/d_NS5A R1s ACTCTGCGAACCT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCACG de NS4B/5A
191 4a/d_NS5A F1s GTTGACAGACCC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ATCACACAT de NS4B/5A
192 4a/d_NS5A R2s TCGTCTGTCTCAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
CCCTGGT de NS4B/5A
193 4a/d_NS5A F2sb TCTTACTCGTCAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TGCCTCC de NS4B/5A
194 4a/d NS5B_out F CGGGGTAACACA Ensayo de genotipado |Amplificacion
AGATAACATCAA G de polimerasa (NS5B)
195 4a/d NS5B _out R ACCCTAAGGTCG Ensayo de genotipado |Amplificacion
GAGTGTTAAGCT de polimerasa (NS5B)
196 4a/d_NS5B in F ACAAGATAACAT Ensayo de genotipado |Amplificacion
CAAGTGCCCCTG de polimerasa (NS5B)
197 4a/d_NS5B in R AAGGTCGGAGTG Ensayo de genotipado |Amplificacion y
TTAAGCTGCCTA de polimerasa (NS5B) |[secuenciacion
198 4a/d_NS5A F2sc CTTATTCGTCAAT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCCTCCAC de polimerasa (NS5B)
199 4a/d_NS5B F1s ATCATGGCCAAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
AATGAGGT de polimerasa (NS5B)
200 4a/d_NS5B F2s GCCTTCACGGAG Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCTATGAC de polimerasa (NS5B)
201 4a/d_NS5B F3bs TGTGGCATATACC Ensayo de genotipado |Secuenciacion
TCTTTAACTGG de polimerasa (NS5B)
202 4a/d_NS5B_R2s GGAGTCAAAGCA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GCGGG de polimerasa (NS5B)
203 4a/d_NS5B R3s CAGGAATTGACT Ensayo de genotipado |Secuenciacion
GGAGTGTGTC de polimerasa (NS5B)
204 4a/d_NS5B R4s GCACAGGAGTAA Ensayo de genotipado |Secuenciacion
ATAGCGGG de polimerasa (NS5B)
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ctgtgaggaa
gtgcagecctc
acaccggaat
atttgggegt
ggtactgoct
taaacccoocg
acgcacaaaa
tctgtttoce

tccgecttatg

18

22

21

ctactgtctt
caggacccce
tgccaggacy
geceoceacgcga
gatagggtgce
tgctgctgga
ccaagttcaa
cggtgatgte

tacttcgaga

28

cacgcagaaa
cctococggga
accgggtect
gactgctagc
ttgcgagtge
agtcgatttc
tagaaggagg
gtatagactg

agcccagtac

gcgtotagec
gagccatagt
ttettggatce
cgagtagtgt
cecegggaggt
gcttagggta
tacaaaccag
cttgcgtggt

cacctecggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540



tocttegatge
acatccctca
atgggacgcet
gcccocctgaat
gtcgtaacgc
tttattgtgg
ccatcoggtyg
gtttactcta
gcccagaaga
gaaccgctgyg
ttgottttac
ccgtteggtt
tatgcagtga
ttgcagttge
tttcgcagec
aaaaaaaatt
gatttcagtc
attttgtace
gatctactygg
cgcatgccag
ttgttccatt
ttcgagtegt
acaaaattca
tgattgacaa
cgaaagaagt
atgggctcac
gegeggtegy
aaacgctggy
gttatgtaaa
ctggagacat

ctttaattaa

gttgcgectca
ccggtgacgg
agttgtgaac
gocggetaate
gcaagtccgt
ctgcttatgg
aaagtgagac
agtacaattt
cgccaaaaac
agagcaactg
agatgcacat
dJgcagaagct
aaactctctt
gcecegcgaac
taccgtagtyg
accaataatc
gatgtacacyg
agagtccttt
Jgttacctaag
agatcctatt
ccatcacggt
cttaatgtat
aagtgcgtty
atacgattta
cggggaagcy
tgagactaca
taaagttgtt
cgttaatcay
caatccggaa
agcttactgg

atacaaagga
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gcactcaacc
tggtccagge
aaggtgtgaa
ccaacctegy
ggcggaaccy
tgacaatcac
tcattatcta
caacagttat
ataaaggaaq
cataaggcta
atcgaggtga
atgaaacgat
caattcttta
gacatttata
tttgtttcca
cagaaaatta
ttecgtcacat
gatcgtgaca
ggtygtgygcce
tttggcaatc
tttggaatgt
agatttgaayg
ctagtaccaa
tctaatttac
gttgcaaaac
tcagctattce
cecattttttyg
agaggcgaat
gcgaccaacy
gacgaagacyg

tatcagygtygy

ccagagtgta
tgogttggey
gagcctattyg
agcaggtggt
actactttgg
agattgttat
tctgtttget
ttcaatcaga
geoocggegoc
tgaagagata
acatcacgta
atgggctgaa
tgococggtgtt
atgaacgtga
aaaaggggtt
ttatcatgga
ctecatctacce
aaacaattgc
tteccgecatay
aaatcattcc
ttactacact
aagagctgtt
ccctatttte
acgaaattgc
gchtccatct
tgattacacc
aagcgaaggt
tatgtgtcag
ccttgattga
aacacttcett

cccecoegetga

29

gcttaggctyg
gcctacctat
agctacataa
cacaaaccag
gtgtccgtgt
cataaagcga
ggatccgete
caattgtate
attctatect
cgeoctggtt
cgcggaatac
tacaaatcac
gggcgegtta
attgctcaac
gcaaaaaatt
ttctaaaacyg
tecceggtttt
actgataatg
aactgcctyge
ggatactgcg
cggatatttg
tttacgatce
attcttegee
ttetggagge
tccagggata
cgagggggat
tgtggatetyg
aggacctatyg
caaggatgga
catagttgac

attggaatcyg

atgagtctgg
ggctaacgec
gaatcctceeg
tgattggcet
tteocttttat
attggattgg
cattgagtgt
ataatggcgg
ctagaggaty
cctggaacaa
ttcgaaatgt
agaatcgteg
tttatcggag
agtatgaaca
ttgaacgtgce
gattaccagg
aatgaatacyg
aattcctcetyg
Jgtcagattet
attttaagtyg
atatgtggat
cttcaggatt
aaaagcactc
gecacctottt
cgacaaggat
gataaaccgg
gataccggga
attatgtcey
tggctacatt
cgcttgaagt

atattgttac

€00

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1200

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1280

2040

2100

2180

2220

2280

2340

2400



aacaccccaa
ttccogocge
attacgtcge
acgaagtacc
taaaggccaa
aacggtttec
cgcttggaat
tttggcaatyg
ctttececte
ctggaagctt
ccacctggcy
gcggcacaac
tcoctcaageg
tctgatctgg
ctaggccccce
gecctattace
cggcaagagce
gaaccegtcce
cgaccctaac
cacctatggc
atgtgatgag
ccaagcggag
aggtcaccgtyg
cttttatgge
ccattccaag
tgtagcatat
cgtagcaacg
caatacatgt
gacgaccygty

caggatggge

catcttcgac
cgttgttgtt
cagtcaagta
gaaaggtctt
gaagggcdga
ctctagegygy
aaggccggtg
tgagggecccyg
tcgccaaagy
cttgaagaca
acaggtgect
cccagtgcca
tattcaacaa
ggccotedgty
cgaaccacyy
gceggtacege
actaaggtgc
gtcgocgcca
atcagaatcy
aagtttctty
tgccactcaa
acggctggag
ccacatccaa
aaagccatcc
aagaaatgty
taccggggeo
gacgctctaa
gtcacccaga
ccacaagacg

atttacaggt
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gegggegtyy
ttggagcacg
acaaccgcga
accggaaaac
aagtccaaat
atcaattccy
tgcgtttgte
gaaacctgge
aatgcaaggt
aacaacgtct
ctgcggecaa
cgttgtgagt
ggggctgaag
cacatgcttt
ggacgtggtt
agacattcca
cggctgogta
ccctaggttt
gggtaaggac
cegacggtyy
ctgactcgac
cgcgactegt
acatcgagga
ccatcgagac
atgagctecge
ttgatgtatc
tgacgggctt
cagtcgactt
cggtgtcacy

ttgtgactce

caggtcttce
Jgaaagacgat
aaaagttgcg
tcgacgcaay
tgtaagcgge
CCCacacaca
tatatgttat
coctgtottct
ctgttgaaty
gtagcgacce
aagccacgty
tggatagttyg
Jgatgcccaga
acatgtgttt
ttcctttgaa
ggtggcccat
tgcagcccaa
cggggegtat
catcaccacy
ttgctetggy
cactatcecty
cgtgctcgeo
ggtggctetyg
catcaagggy
cgcgaagety
cgtcatacca
taccggcogat
cagcctggac
ctegeagogg

adggagaacqgqg

30

cgacgatgac
gacggaaaaa
cggaggagtt
aaaaatcaga
cgogttgtta
ctaacgttac
tttccaccat
tgacgagcat
tcgtgaagga
tttgcaggeca
tataagatac
tggaaagagt
aggtacccca
agtcgaggtt
aaacacgata
ctacacgccc
gggtataagg
atgtctaagg
ggtgccccca
ggcgectatyg
ggcatcggca
accgctacge
tccagecactg
gggaggcacc
tceggccteg
actagcggag
ttcgactcag
ccgaccttca
cygaggcagga

ccotogggea

gccggtgaac
Jagatcgtgg
gtgtttgtgg
gagatcctca
aacagaccac
tagccgaagc
attgccgtct
tcctaggggt
agcagttect
gcoggaaccca
acctgcaaag
caaatggctc
ttgtatggga
aaaaaaacgt
ataccatggce
ctactggtayg
tgcttgtcct
cacatggtat
tcacgtactc
acatcataat
cagtcctgga
ctcocgggatce
Jagaaatccc
tcattttety
gactcaatgc
acgtcattgt
tgatcgactyg
ccattgagac
ctygtaggyy

tgttcgattc

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



ctoggttctg
gacctcagtt
tctggagttce
ccagactaag
cgccagggct
aaagcctacyg
ggttactacc
ggtcgtceacy
cctgacaaca
cattcccgac
ccteoccttac
gttgctgcaa
gecggacaectc
tttagcaggc
agcctectate
atgggtggcce
cgctggagcyg
ttatggageca
ctccaccgag
cggggtegtyg
gtggatgaac
tgtgcctygay
tcagctgetyg
ctegtggeta
gcteocagtce
gtacaaggga
gatcaccgga
cacgtggcat
ggcgccaaat

Jegagtgggy

tcaggttceg

tgcgagtgcet
aggttgcggy
tgggagagey
caggcagday
caggchtccac
ctgcacgggce
acacacccca
agcacctgygyg
ggcagcgtygy
agggaagtcc
atcgaacagg
acagccacca
gaagccttet
ttgtccacte
accagcccge
gcccaacttg
gctgttggea
ggggtggcag
gacctggtta
tgcgcagcga
cggotgatag
agcgacygetyg
aagaggcttc
agagatgttt
aagctcctge
gtctggcggg
catgtgaaaa
ggaacattce
tattctaggy
gatttccact

gccecagaat
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atgacgcggg
cttacctaaa
tctttacagy
acaacttcce
ctccategtg
caacgoccct
taaccaaata
tgctggtagy
tcattgtggg
tttaccggga
gaatgcagct
agcaagcgga
gggcdaagea
tgcctggcaa
tcaccaccea
ctcocctoccag
gcataggcct
gegegetegt
acctactcec
tactgcgtcg
cgttcgette
cagcacgtgt
accagtggat
gggattggat
cgcgattgce
gcgacggcat
acggttccat
ccattaacge
cgctgtyggey
acgtgacyggy

tcttcacaga

ctgtgcttgyg
cacaccaggy
cctecacceac
ctacctggta
ggaccaaatg
gctgtatagg
catcatggca
cggagtccta
caggatcatc
gttcgatgag
cgcecgaacaa
ggctgctget
tatgtggaat
cocogogata
acataccctco
cgctgottcet
tgggacggty
ggcctttaag
tgctatcote
gcacgtgggce
gcggggtaac
cactcagatc
caacgaggac
atgcacggty
gggagtccec
catgcaaacc
gaggatcegty
gtacaccacyg
ggtggetget

catgaccact

agtggatggyg

31

tacgagctca
ttgcocegtet
atagacgccc
gecatacecagyg
tggaagtgtc
ctgggagecyg
tgcatgtcgyg
gecagetetgyg
ttgteccggaa
atggaagagt
ttcaaacaga
ccecgtggtgg
ttcatcageyg
gcatcactga
ctgtttaaca
getttegtag
cttgtggata
gtcatgageg
tcocecetggey
ccaggggagg
cacgtctcee
ctoctetagte
tgctecacge
ttgactgatt
ttctteteat
acctgecccat
gggcctagga
ggccectgca
Jaggagtacyg

gacaacgtaa

gtgcggttge

cgccogeoga
gccaggacea
atttecttgte
ctacggtgtyg
tcatacggcet
ttcaaaacga
ctgacctgga
cogegtattyg
agccoggccat
gcgcctcaca
aggcaatcgyg
aatccaagtyg
ggatacaata
tggcattecac
tecetgggggg
gcgccggeat
ttttggcagg
gogagatgeo
cocctagtegt
gggctgtgeca
ccacgcacta
ttaccatcac
catgctcecegg
tcaagaccty
gtcaacgtgg
gtggagcaca
cctgtagtaa
cgcccteace
tggaggttac
agtgecoccgtyg

acaggtacgc

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060



tccagogtge
cctggttggy
gctcaccgac
tecececcecteo
atgcactacc
gcaggagatg
ctectttcgay
cectgegygagy
ccoctocactyg
tccattgecg
cctgtcagaa
ctceogaatcy
cgacggcgac
gcegggggat
ggacgtcgtc
tgcggaggaa
cttggtctat
cagactgcag
gtccacagtt
ttcggccaga
cgttaaccac
caccaccate
gccagctage
ttacgatgtyg
ctctectgga
Jgggcttcgca
tgaggagtca
gctcacagag
ctatcgcecgyg

ttacttgaayg

aaaccectee
tcacagctec
cccteccaca
ttggccagcet
cgtcatgact
ggcgdgaaca
ccgctccaag
tccaggaaat
ttagagtcct
cctgccaagg
tctaccgtgt
tcggecgteg
gcgggatceg
ccogatotea
tgctgctcga
accaagctge
gctacaacat
gtoctggacy
aaggctaaac
tctaaatttg
atccgectecg
atggcaaaaa
cttatcgtat
gtctcoccacce
cagegggteg
tatgacaccec
atctaccaat
cggctttaca
tgccgocgega

gecegetgegy
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tacgggagga
catgcgagee
ttacggcgga
catcagctag
cceoggacga
tcaccogegt
cggaggagga
tcecctegage
ggaaggaccc
ccecctocgat
cttctgectt
acagcggcac
acgttgagte
Jgcgacgggtc
tgtcctacac
ccatcaatgce
ctcgcagege
accactaccy
ttctatceogt
gctatggggc
tgtggaagga
atgaggtttt
tcccagattt
tceoctocagge
agttcctggt
gctgttttga
gttgtgactt
teggggygcce
gcggtgtact

cctygtegage

aggtcacattc
cgaaccggac
gacggctaag
ccagctgtcet
tgacctecatc
ggagtcagaa
tgagagggaa
gatgecccata
ggactacgtc
accacctcea
ggcggagete
ggcaacggaoc
gtactcectec
ttggtctacc
atggacaggc
actgagcaac
aagcctgcegy
ggacgtgcte
ggaggaagcc
aaaggacgtc
cttgctggaa
ctgcgtecaa
gggggttegt
cgtgatgggc
gaatgcctag
ctcaacggtc
ggccecogaa
cctgactaat
gacgaccagc

tgcgaagctc

32

ctggteggge
gtagcagtgc
cgtaggctygy
gcgccttcoct
gaggccaacc
aataaggtag
gtatccgtte
tgggcacgce
cctocagtgg
cggaggaaga
gccacaaaga
tctectgace
atgocceccee
gtaagcgagg
gcocctgatca
tctttgcteo
cagaagaagg
aaggagatga
tgtaagctga
cggaacctat
gacactgaga
ccagagaagg
gtgtgcgaga
tcttcatacg
aaagcgaagda
actgagaatg
gccagacagg
tctaaaggge
tgcggtaata

caggactgca

tcaatcaata
tcacttcecat
ccaggggatc
tgaaggcaac
tcotgtggeg
taattttgga
cggcggagat
cggattacaa
tacacgggtyg
ggacggttgt
ccttoggcag
agccctecga
ttgagggyga
aggctagtga
cgccatgege
gtcaccacaa
tcacctttga
aggcdaaggc
cgceocecaca
ccagcaaggce
caccaattga
Jggggccgcaa
aaatggccct
gattccaata
aatgccctat
acatccgtgt
ccataaggte
agaactgcgyg
ccctcacatg

cgatgctegt

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



atgcggagac
cctacgggec
accagaatac
tgcatctggce
tgcgtgggay
tgcgcccace
tcaggaacaa
gccacttgac
tagttactct
gocottgega
dggggagggcet
actcactcca
cagcggggga
cctactecta
ctaaacactc
tttttttttt
cctttggtgyg
tgactgcaga
tgagggttaa
taatgtcatyg
cggaacccct
ataaccctga
cocgtgtcgee
aacgctggtg
actggatecte
gatgagecact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt

gctgaatgaa

gaccttgteg
ttcacggagg
gacttggagt
aaaagggtgt
acagctagac
ttgtgggcaa
cttgaaaaag
ctacctcaga
ccaggtgaga
gtctggagac
gocacttgtg
atccocggetg
gacatatatc
ctttctgtag
caggccaata
tttttttttt
ctccatctta
gagtgctgat
ttcaattcett
ataataatgg
atttgtttat
taaatgctte
cttattcecct
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgocgca
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca

gcecataccaa
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ttatctgtga
ctatgactag
tgataacatc
actatcteac
acactccagt
ggatgatcct
ccctagattg
tcattcaacg
tcaatagggt
atcggyccaqg
gcaagtacct
cgtcocagtt
acagectgtc
dJggtaggcat
ggccatcctyg
ttttttctec
gcectagtca
actggcctct
gaagacgaaa
tttettagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgcggc
atgctgaaga
agatcecttga
tgctatgtygg
tacactattce
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca

acgacgageg

aagcgedygdyg
atactctgece
atgctectee
ccgtgacecce
caattcctgg
gatgactcat
tcagatctac
actocatgge
ggcttcatge
aagtgtecge
cttcaactgg
ggatttatcc
tcgtgecocga
ctatctactc
tttttttece
ttttttttte
cggctagetyg
ctgcagatca
gggcctcegtg
gtecaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgcctt
tcagttgggt
Jgagttttecge
cgocggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcge

tgacaccacg

33

acccaagagyg
ccooctgggg
aatgtgtcag
ACCACCCCCC
ctaggcaaca
ttcttcoteca
Jgggectgtt
cttagcgcat
ctcaggaaac
gctaggctac
gcagtaagga
agctggttcg
cceocgetaggt
cccaaccgat
tttetttttt
ctecttttett
tgaaaggtcc
agtactacta
atacgcctat
acttttcggyg
atgtatccge
agtatgagta
cctgtttttg
gcacgagtgg
cocgaagaac
tccogtgttyg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgategtt

atgcctgcag

acgaggcgayg
acccgococaa
tcgegcacga
ttgcgcgggce
tcatcatgta
tcecttetage
actccattga
tttcactceca
ttggagtacc
tgtcccaggy
ccaagctcaa
ttgctggtta
tcatgtggtg
gaacggggag
tctttttttt
ccttttetet
gtgagocgcet
gtcoctttag
ttttataggt
gaaatgtgcy
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgcogggca
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccgga

caatggcaac

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

90860

9120

5180

9240

9300

9360

9420

5480

9540

9600

9660

8720



aacgttgege
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg
tccttttttt
ggtttgtttyg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
geyygtoegyyge
cgaactgaga
ggcggacagg
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattety
cgaacgaccy
tttctectta
tgctectgatg
tggetgegee
cggcatcege
caccgtcata
gcgattcaca
ttaatgtctg
ctgatgecte

agaggatgct

aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
Jgaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgecgtaa
ccggatcaag
ccaaatactyg
ccgectacat
tcgtgtcotta
tgaacygygy
tacctacagce
tatccggtaa
cctggtatct
gatgctcgte
tcectggectt
tggataaccy
agcgcagcga
cgcatctgtyg
cecgcatagtt
ccgacacced
ttacagacaa
accgaaacgc
gatgtctgce
gcecttctgata
cgtygtaaggy

cacgatacgg

ES 2546 190 T3

ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagecegg
ccteccegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcctttt
cgtcagacce
tctgctgett
agctaccaac
tcecttoctagt
acctcgctcect
ccgggttgga
gttegtgcac
gtgagctatyg
gcggcaggge
ttatagtcct
aggggggcgg
ttgctggect
tattaccygce
gtcagtgagc
cggtatttca
aagccagtat
ccaacacacy
gotgtgacey
gcgaggcagco
tgttcatccg
aagcgggcca
ggatttctygt

gttactgatg

acttactcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tcttttteoag
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgcc
Jgaacaggag
gtegggttte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
Jaggaagcegyg
caccgcatat
acactcecgct
ctgacgegec
tctecgggay
tgcggtaaag
cgteccagete
tgttaagggce
tcatgggygt

atgaacatgc

34

gcotteocoogge
cgctoggcocce
tctocgoggta
tacacgacgg
gcctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactyg
ttaggcocace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcecy
agcgcacgag
gccacctcetg
aaaacgccag
tgttetttee
ctgataccgc
aagagcgoect
ggtgcactct
atcgctacgt
ctgacgggct
ctgcatgtgt
ctcatcagcey
gttgagtttc
ggttttttce
aatgataccyg

coggttactyg

aacaattaat
ttccggetgg
tcattgcagc
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tcococttaacg
cttettgaga
taccagcggt
gecttecagcay
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
ggagcettcca
acttgagecgt
caacgcggcee
tgcgttateco
tcgcogeage
gatgocggtat
cagtacaatc
gactgggtca
tgtctgctec
cagaggtttt
tggtcgtgaa
tccagaageg
tgtttggtca
atgaaacygag

gaacgttgtg

9780

5840

9200

9260

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10220

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520



10

15

20

25

30

35

40

45

agggtaaaca
gccagegett
tgcagatccy
cacggaaacc
cgcttcacgt
agcctagecg
cgctgocega
gccaagctaa

aca

<210> 11
<211> 33
<212> ADN

actggcggta
cgttaataca
gaacataatyg
gaagaccatt
tcgctocgogt
ggtcctcaac
gatgegecgc

gctgcoctgea

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 11
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tggatgcggce
gatgtaggty
gtgcagggcy
catgttgttyg
atcggtgatt
gacaggagca
gtgcggetge

ggtaatacga

atggcgccta ttaccgcecta ctcccaacag acg

<210> 12
<211>35
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 12

aatgtctgcg gtaccgccgg gggggatgag ttgtc

<210> 13
<211> 21
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 13

tagagtcctg gaaggacccg g

<210> 14
<211> 22
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 14

ggcctggagt ggttagctcc cc

<210> 15
<211>19
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 15

tggaaggacc cggactacg

<210> 16
<211>21
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 16

gggaccagag
ttccacaggy
ctgacttcey
ctecaggtcege
cattctgcta
cgatcatgcg

tggagatggce

ctcactatag

33

35

21

22

19

35

aaaaatcact
tagccageag
cgtttccaga
agacgttttg
accagtaagg
cacccgtggce
ggacgegaty

ccagceccacy

cagggtcaat
catcctgcga
ctttacgaaa
cagcagcagt
caaccccgce
caggacccaa

gatatgttct

attgggggcy

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12003



10

gagtggttag ctcceegttc a

<210> 17
<211> 12573
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 17

gccageccocce
tcttcacgceca
ccecectcec
Jacgacceygdy
gcgagactge
gtgcttgcga
tggaagtcga
gttcaataga
gatgtcgtat
tcgagaagec
agtgtagctt
ttggcggect
ctattgagct
ggtggtcaca
ctttgggtgt
tgttatcata
tttgctggat
atcagacaat
ggogecatte
gagatacgcc
cacgtacgey

gctgaataca

gattgggggc
gaaagcgtct
gdgagagcca
tcectttcetty
tagccgagta
gtgccceggg
tttcaggctt
agdggggtaca
agactgcetty
cagtaccacc
aggctgatga
acctatgget
acataagaat
aaccagtgat
ccgtgtttce
aagcgaattg
cogoctocatt
tgtatcataa
tatcctctayg
ctggttcety
gaatacttcyg

aatcacagaa

ES 2546 190 T3

gacactccac
agccatggog
tagtggtctyg
gatcaacccy
gtgttgggte
aggtctogta
agggtaaccg
aaccagtacc
cgtggttgaa
tcggaatctt
gtctggacat
aacgccatgg
cctoceggcec
tggcctgteg
ttttatttta
gattggccat
gagtgtgttt
tggcgggece
aggatggaac
Jaacaattgce
aaatgtccgt

tcgtegtatyg

21

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccyggt
ctcaatgect
gecgaaaggca
gaccgtgcac
tggacctcga
accacgaaca
agcgacggat
cgatgogtty
ccctcacogyg
gacgctagtt
ctgaatgogy
taacgcgcaa
ttgtggctge
cocggtgaaag
actctaagta
agaagacgcc
cgctyggagay
ttttacagat
tcggttggea

cagtgaaaac

36

tcoccoctgtga
tgtcgtgcag
Jagtacaccy
dgagatttgy
ttgtggtact
cgtttaaacc
aaacagacgc
agcacttctyg
ccgttatecy
cgctecagecac
tgacggtggt
gtgaacaagq
ctaatcccaa
gtecgtgacy
ttatggtgac
tgagactcat
caatttcaac
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcyg
Jaagctatga

tctecttcaat

ggaactactg
cctccaggac
gaattgccag
gegtgeocace
gocctgatagyg
coccgtgetge
acaaaaccaa
tttccecggt
cttatgtact
tcaaccceay
ccaggetgeg
tgtgaagagc
ccteggagea
gaaccgacta
aatcacagat
tatctatetg
agttatttca
agaaaggecc
aggctatgaa
aggtgaacat
aacgatatgy

tctttatgee

&0

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ggtgttyggge
acgtgaattg
ggggttgcaa
catggattct
tctacctece
aattgcactyg
gcatagaact
cattccggat
tacactcgga
gotgttttta
attttecatte
aattgcttct
ccatcttcca
tacacccgayg
gaaggttygty
tgtecagagga
gattgacaag
cttcttcata
cgctgaatty
tcttececgac
gacgatgacyg
gttgcgecgga
cgcaagaaaa
agcggocygcy
cccoccctaa
tgttatttte
tecttettgac
tgaatgtcgt
cgacectttyg

cacgtgtata

gogttattta
ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatg
ataatgaatt
gocotgogtca
actgcgattt
tatttgatat
cgatccctte
Ltcgccaaaa

dgggggcgcac

gggatacgac
Jgggatgata
gatctggata
cctatgatta
gatggatgge
gttgaccgct
Jaatcgatat
gatgacgccey
gaaaaagaga
ggagttgtat
atcagagaga
ttgttaaaca
cgttactgge
caccatattyg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagegy

agatacacct
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tecggagttge
tgaacatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctetggate
gattctcgca
taagtgttgt
gtggatttcyg
aggattacaa
gcactctgat
ctetttegaa
aaggatatgg
aaccgggoge
cocgggaaaac
tgtecggtta
tacattctgg
tgaagtcttt
tgttacaaca
gtgaacttcc
tegtggatta
ttgtggacga
tcctecataaa
gaccacaacy
cgaagcocget
cogtottttg
aggggtcttt
gttoctctgg
AACCCCCCAac

gcaaaggcgg

agttgcgcec
gcagecctace
aaaattacca
tcagtcgatyg
tgtaccagag
tactgggtta
tgccagagat
tccattccat
agtcgtctta
aattcaaagt
tLgacaaatac
agaagtcggg
gctcactgag
ggtcggtaaa
goetgggogtt
tgtaaacaat
agacatagct
aattaaatac
cceccaacatc
cgoccgoogtt
cgtcgccagt
agtaccgaaa
ggccaagaag
gtttcecctet
tggaataagg
gcaatgtgag
ccoctctege
aagcttcttg
ctggcgacag

cacaacccca

37

gcgaacgaca
gtagtgtttg
ataatccaga
tacacgttcy
tectttgate
cctaagggtyg
cctatttttg
cacggttttg
atgtatagat
gogttgetag
gatttatcta
gaagcggttg
actacatcag
gttgttccat
aatcagagag
cocggaagcga
tactgggacg
aaaggatatc
ttcgacgcgy
gttgttttgg
caagtaacaa
ggtcocttaceg
ggcggaaagt
ajgcgggatca
ceggtgtygey
dgcccdgaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgcctetgc

gtgccacgtt

Lttataatga
tttccaaaaa
aaattattat
tcacatcteca
Jgtgacaaaac
tggcccttcc
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
taccaaccct
atttacacga
caaaacgctt
ctattctgat
tttttgaagce
gegaattaty
ccaacgectt
aagacgaaca
aggtggcccc
gegtggeagy
agcacggaaa
ccgcgaaaaa
gaaaactcga
ccaaattgta
attcegecec
tttgtctata
cctggcecty
caaggtctgt
acgteotgtag
gyccasaaage

gtgagttgga

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

21860

2220

2280

2340

2400

24860

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



tagttgtgga
cccagaaqgrt
gtgtttagtc
tttgaaaaac
ctacttgget
gtecaagtygy
tggactgtct
caaatgtaca
tccttgacac
gteatteogyg
tcctacttga
atctttocggg
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgccgy
gcegecacac
agaatcgggyg
tttcttgeoy
cactcaactg
gerggagcegce
catccaaaca
geccatcocca
aaatgtgatyg
cggggecttg
gectctaatga
acccagacay
caagacgcgyg
tacaggtttg
gagtgctatyg
ttgcgggett

gagagcgtet

aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
acgataatac
gecatcatcac
totecaccge
atcatggtgc
ccaatgtgga
catgcacctyg
tgegcaeggcy
agggctctte
ctgccgtgtyg
gaaccactat
cattccaggt
ctgegtatge
taggtttegy
Ltaaggaccat
acggtggttg
actcgaccac
gactcgtegt
tegaggaggt
tcgagaccat
agctcgocgc
atgtatccgt
cgggctttac
tcgacttecag
tgtcacgctc
tgactccagg
acgcgggctg
acctaaacac

ttacaggcct
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tggctcteot
atgggatctyg
aaacgtctag
catggcgoot
tagcctcaca
aacacaatct
cggctcaaag
ccaggacctc
cggcagotcg
dJggcgacade
Jggcggtcca
cacccgadgg
gecggtcocccyg
ggceccatcta
agcoccaadgy
ggcgtatatg
caccacgggt
ctctggggge
tatcoctggge
gctecgeeace
Jggctetgtec
caaggggggyg
gaagctgtcc
cataccaact
cggcgattte
cctggaccey
geagceggoga
agaacggecc
tgcttggtac
accagggttyg

cacccacata

caagcgtatt
atctggggcc
goececcgaa
attacggcct
ggecgggaca
ttcoctggega
accottgocyg
gteggctggce
gacctttact
agggggagce
ctgctetgee
gttgcgaagg
gtcttcacgg
cacgcoeccta
tataaggtgce
tctaaggeac
gccooccatca
gcctatgaca
atcggcacag
gctacgecte
agcactggag
aggcacctca
Jggcctoggac
agcggagacyg
gactcagtga
accttecacca
ggcaggactg
tocgggeatgt
Jgagctcacgc
cocogtotgeo

gacgcccatt

38

caacaagggy
tcggtgeaca
ccacggggac
actcccaaca
Jggaaccaggt
cctgoegtcaa
gcccaaaggg
aagcgcoece
tggtcacgag
tactcteccecce
ccteggggea
cggtggactt
acaactcgtec
ctggtagegy
ttgtecctgaa
atggtatcga
cgtactccac
tcataatatg
tcotggacca
cgggatcggt
aaatcccett
ttttctgeca
tcaatgotgt
tcattgtcgt
tcgactgcaa
ttgagacgac
gtaggggcag
tcgattccte
ccgccgagac
aggaccatct

tcttgtccca

ctgaaggaty
tgctttacat
gtggttttcc
gacgcgaggc
cgagggggay
tggogtgtgt
cccaatcace
cggggcgegt
gcatgcoccgat
caggcccgte
cgctgtggge
tgtacccgtc
ccclooggec
caagagcact
cocegtaecgte
cocctaacatce
ctatggcaag
tgatgagtgc
agcggagacg
caccgtgcca
ttatggcaaa
ttccaagaag
agcatattac
agcaacggac
tacatgtgte
gaccgtgcca
Jgatgggcatt
ggttctgtgc
ctcagttagyg
dgagttctgg

gactaagcag

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3340

3900

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4580



gcaggagaca
gctcocaccte
cacgggccaa
caccccataa
acctgggtgc
agegtggtca
gaagtccttt
gaacagggaa
gccaccaage
gccttotggy
tccactctge
agcccgctea
caacttgctc
gttggcageca
gtggcaggeg
ctggttaacc
gcagcgatac
ctgatagcgt
gacgctgcag
aggcttcacc
gatgtttggg
ctecctgeage
tggcggggey
gtgaaaaacg
acattcccca
tctagggege
ttcecactacy
cccgaattet
cccoctoctac

cagctcceat

acttcecccta
catcgtggga
cgeccectget
ccaaatacat
tggtaggcgg
ttgtgggcag
accgggagtt
tgcagctege
aagcggagge
cgaagcatat
ctggoaacce
ccacccaaca
ctececagegce
taggecttgg
cgctegtggce
tactccctge
tgcgteggeca
tcgecttegey
cacgtgtcac
agtggatcaa
attggatatg
gattgccggg
acggcatcat
gttcecatgag
ttaacgcgta
tgtggecgggt
tgacgggcat
tcacagaagt
gggaggaggt

gcgageccga
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cctggtagca
ccaaatgtgy
gtataggectyg
catggcatgc
agtcctagca
gatcatcttg
cgatgagatyg
cgaacaattc
tgctgctcec
gtggaatttc
cgcgatagca
taccctecty
tgcttotget
gacggtgctt
ctttaaggtc
tatcctcteo
cgtgggccca
gggtaaccac
tcagatcctc
cgaggactgc
cacggtgttg
agtceccectto
gcaaaccaca
gatcgtgggg
caccacgggc
ggctgctgag
gaccactgac
ggatggggty
cacattcctyg

accggacgta

taccaggcta
aagtgtctca
ggagecgtte
atgtcggctg
gctctggecg
tcoggaaage
Jaagagtgcg
aaacagaagyg
gtggtggaat
atcagcggga
tcactgatgg
tttaacatcc
ttcgtaggcey
gtggatattt
atgagcggcg
cctggocgece
Jgggaggggy
gtctecceca
tctagtctta
tccacgecat
actgatttca
ttctecatgte
tgcccatgty
cctaggacct
ccotgcacge
gagtacgtgg
aacgtaaagt
cggttgcoaca
gtocgggetca

gecagtgetca

39

cggtgtgegc
tacggctaaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgcct
cggccatcat
ccteocacacct
caatcgggtt
ccaagtggeg
tacaatattt
cattcacagc
tgggyggaty
ccggcatege
tggcaggtta
agatgccctc
tagtcgtegg
ctgtgcagty
cycactatgt
ccatcactca
gctcocggcotc
agacctggct
aacgtgggta
gagcacagat
gtagtaacac
cctooccecgge
aggttacgecg
gccogtgtcea
ggtacgctce
atcaatacct

cttccatget

cagggctcag
gocctacgcty
tactaccaca
cgtcacgagc
gacaacaggc
tcoccgacagyg
cccttacate
gctgcaaaca
gaccctcgaa
agcaggcttg
ctctatcacce
ggtggccgcec
tggagcgget
tggagcaggg
caccgaggac
ggtcgtgtge
gatgaaccygyg
geooctgagage
gctgctgaag
gtggctaaga
ccagtccaag
caagggagtc
caccggacat
gtggcatgga
gccaaattat
ggtgggggat
ggttccggec
agcgtgcaaa
ggttgggtea

caccgaccec

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6340

6600

6660

6720

6780



tcecacatta
gccagcteat
catgactcce
gggaacatca
ctcoccaagcogyg
aggaaattcc
gagtcctgga
gccaaggecc
accgtgtett
gccgteogaca
ggatccocgacg
gatctcagcy
tgctcgatgt
aagctgceeca
acaacatctc
ctggacgacc
gctaaactte
aaatttggct
cgcteogtgt
Jgcaaaaaatg
atcgtattec
tecacectee
cgggtcogagt
gacacccget
taccaatgtt
ctttacatcg
cgcygegagey
gotgoggect
cttgtegtta
acggaggcta

ttggagttga

cggcdgagac
cagctageca
cggacgetga
ccegegtgga
aggaggatga
ctocgagcogat
aggacccdga
ctecgatace
ctgcettygge
gcggeacgge
ttgagtcgta
acgggtcttyg
cctacacatyg
tcaatgcact
gcagcgcaag
actaccggga
tatcocgtgga
atggggcaaa
Jggaaggactt
aggttttctg
cagatttggg
ctecaggecgt
tcoctggtgaa
gttttgactc
gtgacttgge
ggggcccoct
gtgtactgac
gtogagetge
tctgtgaaag
tgactagata

taacatcatg
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ggctaagcgt
gctgtetgeg
cctecatcgag
gtcagaaaat
Jagggaagta
gceccatatgg
ctacgtccct
acctccacgyg
ggagctegce
aacggcctct
ctecctcocatg
gtctaccgta
gacaggcgce
gagcaactct
cctgeggcag
cgtgctcaag
ggaagcctgt
ggacgtccygy
gctggaagac
cgtccaacca
ggttegtgte
gatgggectct
tgcctggaaa
aacggtcact
ccocgaagec
gactaattct
gaccagctge
gaagctccag
cgcggggaca
ctetgacece

cteccoctecaat

aggctggecca
ccttecttga
goccaaccteco
aaggtagtaa
tcegttcocagg
gcacgccocgg
ccagtggtac
aggaagagga
acaaagacct
cctgaccage
cocoococttg
agcgaggagyg
ctgatcacgce
ttgctcecagte
aagaaggtca
gagatgaagg
aagctgacgc
aacctatcca
actgagacac
gagaadggqdgayg
tgcgagaaaa
tcatacggat
gcgaagaaat
gagaatgaca
agacaggcca
aaagggcaga
ggtaataccc
gactgcacga
caagaggacyg
cctggggacc

gtgtcagteg

40

ggggatctec
aggcaacatyg
tgtggcggca
ttttggacte
cggagatcct
attacaaccc
acgggtgtce
cggttgtect
tocggcagete
cctcecgacga
agggggadgcc
ctagtgagga
catgcgctge
accacaactt
cctttgacag
cgaaggcgatc
ceccacatte
gcaaggcegt
caattgacac
goocgcaagec
tggcccttta
teccaatacte
gccctatggy
tcegtgttga
taaggtcgct
actgcggcta
tcacatgtta
tgctegtaty
aggcgagect
cgcocaaaca

cgcacgatge

ccechecttg
cactacccgt
ggagatgggce
tttcgageeyg
gcggaggtcec
tccactgtta
attgccgect
gtcagaatet
cgaatcgteg
cggcgacgcg
gggggatccce
cgtcgtetge
ggaggaaacc
ggtctatget
actgcaggtc
cacagttaag
ggccagatet
taaccacatc
caccatcatg
agctegeett
cgatgtggte
tcectggacag
cttcgcatat
ggagtcaatc
cacagagegg
tcgococggtge
cttgaaggec
cggagacgac
acgggccttce
agaatacgac

atctggcaaa

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7140

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640



agggtgtact
Jgctagacaca
tgggcaagga
gaaaaagccc
cctcagatca
ggtgagatca
tggagacatc
acttgtggca
cocggetgegt
atatatcaca
tetgtaggyy
ctccaggcca
Lttttttttt
tggctecate
agagagtgcet
taattcaatt
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgc
gccettatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
cteggtegea
aagcatctta
gataacactyg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat

atggaggcgg

atctecacccy
ctccagtcaa
tgatcctgat
tagattgtea
ttcaacgact
atagggtggce
gggccagaag
agtacctectt
cccagttgga
geoctgteteg
taggcatcta
ataggccatc
ttttttttte
ttagccctag
gatactggcc
cttgaagacy
tggtttctta
tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga

ataaagttge
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tgaccccace
ttcctggcta
gactcatttc
gatctacggyg
ccatggceett
ttcatgccte
tgtccgeget
caactgggca
tttatccage
tgccecgacce
tctactcece
ctgttttttt
tcettttttt
tcacggctayg
tctectgcaga
aaagggcecte
Jgacgtcaggt
aatacattca
ttgaaaaagy
ggcattttge
agatcagtty
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact

aggaccactt

acccoccctty
ggcaacatca
ttctecatec
geotgttact
agcgoatttt
aggaaacttg
aggctactgt
gtaaggacca
tggttcgtty
cgctggttea
aaccgatgac
cococththttt
ttcctoctttt
ctgtgaaagy
tcaagtacta
gtgatacgce
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
cttecotgttt
ggtgcacgag
cgceccegaag
ttatcccocgtg
Jgacttggttyg
Jaattatgca
acgatcggag
cgccttgate
acgatgcctg
ctagcttece

ctgcgctecgg

41

cgcgyggetygc
tcatgtatgce
ttctagectca
ccattgagee
cactccatay
gggtaccgca
cccaggggygyg
agctcaaact
ctggttacayg
tgtggtgect
ttaagacggy
ttttettttt
tttectttte
tcegtgagee
ctagtecett
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgccat
gaccgaagdga
gttgggaacc
cagcaatggce
ggcaacaatt

ccocttocgge

gtgggagaca
gcocaccttg
ggaacaactt
acttgaccta
ttactcteca
cttgcgagtc
gagggctgcee
cactccaatc
cgggdgagac
actcctactt
gagctaaaca
tttttttttt
tttcotttgg
gecttgactge
tagtgagyggt
ggttaatgtc
gcgcggaace
acaataaccce
tLttcecgtgtce
agaaacgctyg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgcet
ggagctgaat
aacaacgttyg
aatagactygy

tggctggttt

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

8120

9180

9240

9300

9360

5420

9480

9540

9600

9660

8720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagyg
togttocact
tttoctgecgeg
ttgcocggatce
ataccaaata
gcaccgccta
aagtcgtgte
dggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgyg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttoctgyg
tctgtggata
accgagcgea
cttacgcatc
gatgccgeat
cgeccocgaca
ccgcttacag
catcaccgaa
cacagatgte
tctggettcet
cctocogtgta
tgctcacgat
aacaactggc
gcttegttaa

tccggaacat

aatctggagce
agccctcocog
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcecaga
taatctgectyg
aagagctacc
ctgtecttot
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttcgtyg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggagy
cchtttgetg
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat
agttaagceca
ccogocaaca
acaagctgtg
acgcgegagyg
tgectgttca
gataaagcgy
agggggattt
acgggttact
aggtatggatyg
tacagatgta

aatggtgcag
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cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cocogtagaa
cttgcaaaca
aactctttLt
agtgtagcecg
tctgctaate
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
Jggtcggaaca
toctgteggy
gcggagoecta
gccttttget
cgectttgag
gJgagcgaggaa
ttcacaccgc
gtatacactc
cocagctgacy
accgtctceg
cagctgcggt
tcegegteca
gccatgttaa
ctgttcatgg
gatgatgaac
cggcgggace
ggtgttocac

ggcgctgact

gggtctegey
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctecatgacea
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggce
ctgttaccayg
cgatagttac
agcttggage
goccacgctte
ggagagcgca
tttegccace
tggaaaaacy
cacatgttet
tgagctgata
gcggaagage
atatggtgca
cgctateget
cgococtgacyg
ggagctgcat
aaagctcate
gctecgttygay
gggceggttet
gggtaatgat
atgeocccggtt
agagaaaaat
agggtagcca

tocogogttte

42

gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatcecctta
gatcttettg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctyge
cggataaggce
Jgaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
totgacttga
ccagcaacyga
ttcctgegtt
cogotogecyg
gcctgatgeg
ctectcagtac
acgtgactgy
ggcttgtctg
gtgtcagagg
agecgtggteg
tttctecaga
ttecctgtttyg
accgatgaaa
actggaacgt
cactcagggt
gcagcatcct

cagactttac

agcactgggy
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
geageggtey
caccgaactg
aaaggcggac
teccaggggga
gcgtegattt
ggccttttta
atcccoctgat
cagcogaacg
gtattttcte
aatctgctet
Jgtecatggcectyg
ctococoggeat
ttttcacegt
tgaagecgatt
agcgttaaty
gtcactgatyg
cgagagagga
tgtgagggta
caatgccage
gcgatgcaga

gaaacacgga

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10280

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11240

12000

12060

12120

12180

12240

12300



10

15

20

25

aaccgaagac
acgttegecte
gocogggteoct
ccgagatgey
ctaagctgcce

<210> 18
<211> 36
<212> ADN

cattcatgtt
gcgtatcggt
caacgacagg
ccgegtgcyy

tgcaggtaat

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 18
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gttgctcagy
gattcattct
agcacgatca
ctgctggaga

acgactcact

accgtaagcg aggagcttaa ggctagtgag gacgtc

<210> 19
<211> 36
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 19

gacgtcctca ctagccttaa getcctegct tacggt

<210> 20
<211> 12579
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 20
gccagococce
tcttcacgea
ccececcctece
gacgaccggg
gcgagactgc
gtgcttgcga
tggaagtcega
gttcaataga
Jgatgtcgtat
tcgagaageco
agtgtagctt
ttggcggect

ctattgaget

gattggggge
Jaaagcgtct
Jgdagagccea
tcoctttettg
tagccgagta
gtgccecggyg
tttcaggctt
agggggtaca
agactgcttyg
cagtaccacc
aggctgatga
acctatggcet

acataagaat

gacactccac
agccatggycey
tagtggtety
Jgatcaacccqg
gtgttgggtc
aggtctcgta
agggtaaccy
aaccagtacc
cgtggttgaa
tcggaatctt
gtctggacat
aacgccatgg

cctocggeoce

tcgecagacgt tttgcagcag

gctaaccagt aaggcaaccce

tgcgcacceg tggcoccaggac

tggcggacge gatggatatg

ata

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgect
gcgaaaggcce
gaccgtgcac
tggacctcga
accacgaaca
agcgacggat
cgatgegttg
ccotcaccgg
gacgctagtt

ctgaatgcgg

43

36

36

tceococctgtga
tgtcgtgeay
gagtacaccy
Jggagatttgg
ttgtggtact
cgtttaaacc
aaacagacgc
agcacttety
cogttatecg
cgctcagcac
tgacggtggt
gtgaacaagg

ctaatcccaa

cagtcgcette
cgccagcocta
ccaacgctgce

ttctgeccaay

ggaactactg
ccteccaggac
Jaattgccag
gcgtgeoocoe
gocotgatagg
ccogtgotge
acaaaaccaa
tLttcceccoggt
cttatgtact
tcaacccocag
ccaggctgcog
tgtgaagagc

cctcggagcea

12360

12420

12480

12540

12573

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

780



ggtggtcaca
ctttgggtgt
tgttatcata
Lttgctggat
atcagacaat
ggegecattce
gagatacgcc
cacgtacgcg
gctgaataca
dggtgrtgggce
acgtgaatty
ggggttgcaa
catggattct
tctaccteee
aattgcactg
Jgcatagaact
cattccggat
tacactcgga
goctgttttta
attttcattc
aattgcttet
ccatctteca
tacacccgag
Jaaggttgtg
tgtcagagga
gattgacaag
cttettcata
cgctgaattg
tcttocccgac

gacgatgacg

aaccagtgat
ccgtgtttcc
aagcgaattg
ccgetecatt
tgtatcataa
tatcctetag
ctggttcctg
gaatacttecg
aatcacagaa
gcgttattta
ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatyg
ataatgaatt
gcctgogtca
actgcgattt
tatttgatat
cgatcecctte
ttcgccaaaa
gggggcgeac
gggatacgac
ggggatgata
gatctggata
cctatgatta
gatggatgge
gttgaccget
gaatcgatat
gatgacygceg

gaaaaagaga
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tggcctgteg
ttttatttta
gattggccat
gagtgtgttt
tggcgggeae
aggatggaac
gaacaattgc
aaatgtccgt
tcgtegtatyg
tcggagttyge
tgaacatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctctggatc
gattctcegea
taagtgttgt
gtggatttcg
aggattacaa
gcactctgat
ctctttegaa
aaggatatgg
aaccgggege
ccgggaaaac
tgtcocggtta
tacattctgg
tgaagtcttt
tgttacaaca
gtgaacttcec

tcgtggatta

taacgcgcaa
ttgtggctgc
cocggtgaaag
actctaagta
agaagacgcc
cgctggagag
ttttacagat
tcggttggca
cagtgaaaac
agttgeogece
gcagcctace
aaaattacca
tcagtcgatg
tgtaccagag
tactgggtta
tgccagagat
tecatteeat
agtcgtctta
aattcaaagt
tgacaaatac
agaagtcgyyg
gctcactgag
ggtcggtaaa
gctgggegtt
tgtaaacaat
agacatagct
aattaaatac
ceecaacatce
cgcogoeegtt

cgtcegcecagt
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gtecgtggey
ttatggtgac
tgagactcat
caatttcaac
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcg
gaagctatga
tctcttecaat
gcgaacgaca
gtagtgtttyg
ataatccaga
tacacgttcg
tcetttgate
cctaagggty
cctatttttyg
cacggttttyg
atgtatagat
gcgttgctag
Jgatttatcta
gaagcggtty
actacatcag
gttgttccat
aatcagagag
ccggaagcga
tactgggacy
aaaggatatc
ttcgacgcgyg
gttgttttgg

caagtaacaa

gaaccgacta
aatcacagat
tatctatetg
agttattteca
agaaaggcco
aggctatgaa
aggtgaacat
aacgatatgg
tectttatgee
tttataatga
ttteccaaaaa
aaattattat
tcacatctca
gtgacaaaac
tggeccecttes
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
taccaaccct
atttacacga
caaaacgctt
ctattctgat
tttttgaagc
gcgaattatg
ccaacgcctt
aagacgaaca
aggtggcccce
gcgtggeagg
agcacggaaa

ccgcdaaaaa

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gttgcgegga
cgcaagzaaa
agcggecgeg
ccecccctaa
tgttatttte
tcttettgac
tgaatgtcgt
cgaccctttg
cacgtgtata
tagttgtgga
cocagaaggt
gtgtttagtc
tttgaaaaac
ctacttgget
gtccaagtygy
tggactgtct
caaatgtaca
tccttgacac
gtcattccgg
tcctacttga
atcttteggy
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgccgg
gocgecacca
agaateygggy
Lttcttgccg
cactcaactg
dgctggagcege
catccaaaca

gccatcccca

Jgagttgtgt
atcagagaga
ttgttaaaca
cgttactgge
caccatattg
gagcattcet
gaaggaagca
caggcagcegg
agatacacct
aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
acgataatac
gcatcatcac
tctcecaccyge
atcatggtgce
ccaatgtgga
catgcacctg
tgcgececggeg
agggctette
ctgccgtgty
gaaccactat
cattccaggt
ctgcgtatge
taggtttcgyg
taaggaccat
acggtggttg
actcgaccac
gactocgtogt
tegaggaggt

tcgagaccat
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ttgtggacga
tcectecataaa
gaccacaacg
cgaagccgct
cogtettttg
aggggtettt
gttcctctgyg
AaCCCCccac
Jcaaadggcqgyg
tggetetect
atgggatctyg
aaacgtctag
catggcgcct
tagcctcaca
aacacaatct
cggcetceaaag
ccaggacctc
cggcagctcg
gggcgacagc
gggcggteca
cacccgagdy
gcggteocccy
ggcccatcta
agcccaaggg
ggcgtatatyg
caccacgggt
ctctggggge
tatcetggge
gctocgocace
ggctetgteo

“aaggggggg

agtaccgaaa
ggccaagaaqg
gtttcootet
tggaataagg
gcaatgtgag
ccectetege
aagcttcttg
ctggcgacag
cacaacccca
caagcgtatt
atctggggec
geeececdaa
attacggecct
ggccgggaca
ttectggcga
acccttgeeg
gtecggetgge
gacctttact
agggggagcc
ctgectetgec
gttgegaagy
gtcttcacgg
cacgceccta
tataaggtgce
tctaaggcac
geccccatea
gcctatgaca
atcggcacaqg
gctacgocte
agcactggag

aggcacctca
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ggtcttaccy
ggcggaaagt
agcgggatca
ccggtgtgeg
ggcccggaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgcctetgc
gtgccacgtt
caacaaggdy
teggtgcaca
ccacggggac
actcccaaca
ggaaccaggt
cctgegtceaa
gcccaaagyy
aagogoccec
tggtcacgag
tactctceec
cecteggggea
cggtggactt
acaactcgtc
ctggtagcgg
ttgtcctgaa
atggtatcga
cgtacteccac
tcataatatg
tcectggacca
cgggatcggt
aaatccoctt

ttttctgeca

gaaaactcga
ccaaattgta
attccocgocee
tttgtctata
cctggecocty
caaggtcetgt
acgtctgtag
ggccaaaagce
gtgagttgga
ctgaaggatg
tgctttacat
gtggttttce
gacgcgaggc
cgagggggag
tggcgtgtgt
cccaatcace
cggggegegt
gcatgccgat
caggcecgte
cgctgtgggce
tgtaccagtc
ccctocggec
caagagcact
cecocgtoogte
ccctaacate
ctatggcaag
tgatgagtgc
agcggagacyg
caccgtgeca
ttatggcaaa

ttccaagaag

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3300

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

39260

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



aaatgtgatg
cggggecttyg
gotetaatga
acccagacag
caagacgcgg
tacaggtttg
gagtgctatyg
ttgcgggett
gagagecgtct
gcaggagaca
gctccacctc
cacgggccaa
caccccataa
acctgggtgc
agcgtggtca
gaagtccttt
gaacagggaa
goccaccaagc
gccttetggyg
tcecactctge
agcocgctca
caacttgcte
gttggcagca
gtggcaggcg
ctggttaacc
gcagcgatac
ctgatagcgt
gacgctgcay
aggcttcacc

gatgtttggyg

agctogecge
atgtatccgt
cgggetttac
tcgacttcag
tgtcacgctce
tgactccagyg
acgcgggetg
acctaaacac
ttacaggect
acttccccta
catcgtggga
cgcccctget
ccaaatacat
tggtaggegg
ttgtagggcag
accgggagtt
tgcagctege
aageggaggce
cgaagcatat
ctggcaacce
ccacccaaca
ctececagege
taggccttgy
cgctegtgge
tactecctge
tgcgtcggcea
tcgecttegey
cacgtgtcac
agtggatcaa

attggatatg
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gaagctgtcc
cataccaact
cggegattte
cctggacccg
gcagcggcga
agaacggccc
tgettggtac
accagggttyg
cacccacata
cctggtagca
ccaaatgtgg
gtataggectyg
catggcatge
agtecctageca
gatcatcttg
cgatgagatg
cgaacaattc
tgetgeteoce
gtggaatttc
cgcgatagea
taccctcctyg
tgettetget
gacggtgctt
ctttaaggtc
tatcctctee
cgtgggccca
gggtaaccac
tcagatccte
cgaggactgac

cacggtgttyg

ggcctoggac
agcgdagacy
gactcagtga
accttcacca
ggcaggactg
tcgggecatgt
gagctcacgc
ccogtetgee
gacgcecatt
taccaggcta
aagtgtctca
ggagccgttce
atgteggetyg
gctotggecg
tcocggaaage
gaagagtgcg
aaacagaagyg
gtggtyggaat
atcagcggga
tcactgatagg
tttaacatcc
ttegtaggey
gtggatattt
atgagcggcg
cctggogece
ggggaggggayg
gtctoceccea
tctagtctta
tccacgccat

actgattteca
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tcaatgctgt
tcattgtegt
tcgactgceaa
ttgagacgac
gtaggggcag
tcgattecte
cegaecgagac
aggaccatct
tcttgteocca
cggtgtgcgce
tacggctaaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgcct
cggccatcat
cctecacacct
caatcgggtt
ccaagtggcy
tacaatattt
cattcacagc
tggggggatg
ceggeatege
tggcaggtta
agatgcectc
tagtcgtcgg
ctgtgcagtyg
cgcactatgt
ccatcactca
gcteocggotc

agacctggct

agcatattac
agcaacggac
tacatgtgtc
gaccgtgcca
gatgggcatt
ggttctgtge
ctecagttagg
Jgagttetygy
gactaagcag
cagggctcag
gecctacgetg
tactaccaca
cgtcacgage
gacaacagge
tcoccgacagg
ccettacate
gctgcaaaca
gaccctegaa
agcaggcttg
ctctatcace
ggtggcegcee
tggagcgget
tggagcaggy
caccgaggac
ggtegtgtge
gatgaaccgg
goctgagage
gctgectgaag
gtggctaaga

ccagtccaag

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4280

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

2880

5240

6000

6060

6120

6180

6240



ctcectgeege
tggcggggceyg
gtgaaaaacg
acattcccca
tctagggege
ttccactacy
cccgaattcet
cecectectac
cagctceccat
tocccacatta
gccagcteat
catgactccc
gggaacatca
ctccaagcgg
aggaaattcc
gagtcctgga
Jgoccaaggoec
accgtgtctt
gccgtcgaca
ggatccgacy
gatctcagcy
gtctgctgect
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtectgyg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccgct
atcatggcaa
cgocttateg

gtggtctcca

gattgcceyggy
acggcatcat
gttocatgag
ttaacgcgta
tgtggegyggt
tgacgggcat
tcacagaagt
gggaggaggt
gcgagecega
cggcggagac
cagctagcca
cggacgctga
ccocgegtgga
aggaggatga
ctocgagcegat
aggacccegga
ctocecgatace
ctgecttgge
gcggcacgge
ttgagtcgta
acgggtcttyg
cgatgtccta
tgcccatcaa
catctcgecag
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga

ccoctooctca
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agtccectte
gcaaaccacg
gatcgtgggg
caccacgggc
ggctygcetgag
gaccactgac
ggatggggtg
cacattcctg
accggacgta
ggctaagegt
gotgtetgey
ccteatcgag
gtcagaaaat
Jagggaagta
gcccatatgyg
ctacgtccet
acctoccacgyg
ggagctcgec
aacggcctct
ctccocteocaty
gtctaccgta
cacatggaca
tgcactgagc
cgcaagcctyg
cogggacgtyg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctyg
tttctgcgtc
tttgggggtt

ggcegtgatyg

ttctecatgte
tgcocatgtyg
cctaggacct
ccotgoacge
gagtacgtygy
aacgtaaagt
cggttgcaca
gtcgggctca
gcagtgctca
aggctggcca
ccttecttga
gccaacctceo
aaggtagtaa
tcocgttcoecgg
gecacgcecyy
ccagtggtac
aggaagagga
acaaagacct
cctgaccage
ccececcttyg
agcgaggagce
ggcgeoctga
aactctttgc
cggcagaaga
ctcaaggaga
gectgtaage
gtccggaace
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgeg
ggctocttcat

47

aacgtgggta
gagcacagat
gtagtaacac
coctoococgge
aggttacgcyg
goccogtgtca
ggtacgctcc
atcaatacct
cttccatgct
ggggatctee
aggcaacatyg
tgtggcggca
ttttggactc
cggagatcct
attacaaccc
acgggtgtce
cggttgtect
tocggcagctc
cctoccgacga
agggggagcc
ttaaggctag
tcacgccatg
tccgtcacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgeccece
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggccg
agaaaatggc

acggattcca

caagggagtc
caccggacat
gtggcatgga
goccaaattat
ggtgggggat
ggttecggec
agcgtgcaaa
ggttgggtca
CACCJACCCC
ccectecttyg
cactaccecgt
ggagatgggce
tttcgageeg
gcggaggtcece
tccactgtta
attgccgect
gtcagaatct
cgaatcgtcg
cggcgacgag
gggggatcec
tgaggacgtce
cgctgcggag
caacttggtc
tgacagactg
ggcgtccaca
acattcggcc
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccaget
cctttacgat

atactctoct

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6200

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7220

7980

8040

8100



ggacagcggayg
gcatatgaca
tcaatctace
gagcggottt
cggtgcegeg
aaggccgetyg
gacgaccttyg
gococttcacgy
tacgacttag
ggcaaaaggg
gagacagcta
accttgtggyg
caacttgaaa
gacctaccte
tcteccaggtg
cgagtctgga
getgecactt
ccaatcocygy
ggagacatat
ctactttctg
taaacactce
Lttttttttt
ctrttggtgge
gactgcagag
gagggttaat
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgcecc

acgctggtga

tcgagttcoct
cecegetghtt
aatgttgtga
acatcggggg
cgagcggtgt
cggeoctgtcg
tcgttatetyg
aggctatgac
agttgataac
tgtactatct
gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggc
gtggcaagta
ctgegtceca
atcacagcct
taggggtagg
aggccaatag
ttttthtttt
tccatettag
agtgctgata
tcaattcettg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattoccctt

aagtaaaaga
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ggtgaatgcec
tgactcaacy
cttggceccee
cecococtgact
actgacgacc
agctgcgaag
tgaaagcgey
tagatactct
atcatgctce
cacccgtgac
agtcaattcec
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactccat
ggtggcttca
cagaagtgtc
cctcecttecaac
gttggattta
gtctegtgce
catctatcta
gccatccoctgt
tttttctcoct
cectagtcac
ctggcctcte
aagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggeca

tgctgaagat

tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgcggta
ctccaggact
gggacccaag
goccecceccty
tccaatgtgt
CCCaccacee
tggctaggca
catttecttcet
tacggggect
Jggccttageg
tgectcagga
cgegetaggce
tgggcagtaa
tccagetggt
cgaccccgeh
ctcoceccaacce
ttttttcect
ttttttttec
ggctagctgt
tgcagatcaa
ggectogtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga

ttttgoctte

cagttgggtyg
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agaaatgcce
atgacatceyg
aggccataag
ggcagaactg
ataccctcac
gcacgatgct
aggacgaggce
gggaccegaec
cagtocgcgca
ccettgegeg
acatcatcat
ccatccttct
gttacteccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtcecca
ggaccaagcet
tcgttgotyy
ggttcatgtyg
gatgacttaa
LLLttttttt
tcttttttte
gaaaggtceyg
gtactactag
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatceoget
gtatgagtat
ctgtttttge

cacgagtggyg

tatgggecttc
tgttgaggag
gtcgctcaca
cggctatogce
atgttacttg
cgtatgcgga
gagcctacgg
caaaccagaa
cgatgcatct
ggctgcgtgg
gtatgcgccce
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgeecttg
g99g9gggagg
caaactcact
ttacagecggy
gtgcctacte
Jacggggagc
cttttttttt
cttttcttte
tgagcagett
tocectttagt
tttataggtt
aaatgtgcgc
catgagacaa
tcaacatttce
tcacccagaa

ttacatcgaa

8160

8220

8280

8340

§400

8460

8520

8580

§640

§700

8760

8820

8880

§940

2000

2060

9120

2180

9240

2300

2360

2420

9480

2540

2600

2660

2720

9780

9840

2900



ctggatctca
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcgca
gactggatgg
tggtttatty
ctggggccag
actatggatyg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgce
gcgcagatac
tctgtagcac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
Jcggacaggt
Jgggggaaacyg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattetg
cgaacgaccg
tttctectta
tgctctgatg

tggctgcgcc

acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgcocgcat
atcttacgga
acactgcggc
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcecgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
Jaacggggdg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctegtce
tcctggectt
tggataaccyg
agcgcagcga
cgcatctgtyg
ccgcatagtt

ccgacacecg
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gatccttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctcecgtate
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccce
ctgctgettyg
gctaccaact
ccttctagtg
cctegetetyg
cgggttggac
ttcgtgecaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
aggdgdgcygg
ttgctggect
tattaccgec
gtcagtgagc
cggtatttca
aagccagtat

ccaacacccy

agttttegec
gecggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgec
gacaccacga
cttactcectag
ccacttctge
gagcgtgggt
gtagttatet
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
Jgtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccocgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccaget
gaaagcgeca
ggaacaggag
gtcgggttte
agoctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcdgg
caccgeatat
acactcoget

ctgacgcgcece
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ccgaagaacy
cccgtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggace
ttgatcgtty
tgoctgcagoe
cttcocggea
gctecggocct
ctegoggrat
acacgacggy
cctcactgat
atttaaaact
Lgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttacecgga
tggagcgaac
cgettcoccga
agcgcacgag
gccacctctyg
aaaacgccag
tgttctttec
ctgataccgc
aagagcgcct
ggtgcactct
atcgctacgt

ctgacgggcth

Lttteccaaty
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
Jaaggagcta
Jgaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tcocggctgge
cattgcagca
Jgagtcaggeca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagoggty
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcayg
gacctacacc
agggagaaaqg
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggec
tgegttatce
tcgecgeage
gatgcggtat
cagtacaatc
gactgggtca

tgtctgctec

9260

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10220

10280

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11¢40

11700

11760
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cggcatccgce
caccgtcate
gcegattcaca
ttaatgtctg
ctgatgoctc
agaggatgct
agggtaaaca
gocagegett
tgcagatceg
cacggaaacc
cgcttcacgt
agcctagecy
cgctgoccga

gccaagctaa

<210> 21
<211> 10773
<212> ADN

ttacagacaa
accgaaacygc
gatgrctgec
gcttctgata
cgtgtaaggg
cacgatacgg
actggcgygta
cgttaataca
gaacataatg
gaagaccatt
tcgctcgegt
ggtccteaac
gatgogacygc

getgoctgca

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 21
goccageocaca
tcttcacgea
ceoccctece
gacgaccdygd
gcgagactge
gtgcttgoga
tggaagtcga
gttcaataga
gatgtcgtat
tcgagaagce
agtgtagett
ttggcggect

ctattgagct

gattgggagce
gaaagcgtot
gggagagceca
tcetttettyg
tagccgagta
gtgcceceygy
tttcaggctt
agggggtaca
agactgcttg
cagtaccacc
aggctgatga
acctatggct

acataagaat

ES 2546 190 T3

goctgtgaceg
gcgaggcagc
tgttcatccy
aagcgggcca
ggatttctgt
gttactgatg
tggatgegye
gatgtaggty
gtgcagggeg
catgttgttg
atcggtgatt
gacaggagca
gtgeggctgce

ggtaatacga

gacactccac
agccatggcg
tagtggtctyg
gatcaacccy
gtgttgggte
aggtctcgta
agggtaaccyg
aaccagtacc
cgtggttgaa
tcggaatett
gtctggacat
aacgccatygy

ccteocggece

tctocgggag
tgcgytaaag
cgtccagete
tgttaaggge

tcatgggggt

atgaacatge

JgJaccagag

ttccacaggyg
ctgacttccg
ctcaggtcge
cattctgcta
cgatcatgey
tggagatggc

ctcactata

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgect
gcgaaaggec
Jaccgtgcac
tggacctcga
accacgaaca
agcgacggat
cgatgcgttyg
ccctecaccygy
Jacgctagtt

ctgaatgcgy

50

ctgcatgtgt
ctcatcagcey
gttgagtrte
ggttttttce
aatgataccyg
ccggttactg
aaaaatcact
tagccagcag
cgtttccaga
agacgttttg
accagtaagg

caceccgtgge

ggacgegatg

tcececctgtga
tgtcgtgcag
Jgagtacaccg
ggagatttyag
ttgtggtact
cgtttaaacc
aaacagacgc
agcacttctyg
ccgttatecy
cgctcageac
tgacggtyggt
gtgaacaagqg

ctaatcccaa

cagaggtttt
tggtocgtgaa
tccagaagcy
tgtttggtca
atgaaacgag
gaacgttgtg
cagggtcaat
catcctgcga
ctttacgaaa
cagcagcagt
caacccogcoco
caggacccaa

gatatgttet

11820

11880

11240

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12579

ggaactactyg
cctcoccaggac
gaattgccag
gcgtgcecce
geoctgatagy
ccogtgetge
acaaaaccaa
tttcoccoggt
cttatgtact
tcaaccccag
ccaggctygey
tgtgaagagc

cctceggagea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ggtggtcaca
ctttgggtgt
tgttatcata
tttgctggat
atcagacaat
ggcgecatte
gagatacgcce
cacgtacgcg
gctgaataca
ggtgttggge
acgtgaattg
ggggttgcaa
catggattct
tctaccteoe
aattgcactyg
gcatagaact
cattccggat
tacactcgga
gotgttttta
attttcatte
aattgcttect
ccatcttcca
tacacccgag
gaaggttgtyg
tgtcagagga
gattgacaag
cttetteata
cgctgaattg
tcttoccgac

gacgatgacg

aaccagtgat
cogtgtttce
aagcgaattg
cogetecatt
tgtatcataa
tatcctctag
ctggttcctyg
gaatacttcg
aatcacagaa
goghbtattta
ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatyg
ataatgaatt
gcctgogtea
actgcgatit
tatttgatat
cgatcectto
ttcgeccaaaa
gdgggcgeac
Jgggatacgac
ggggatgata
gatctggata
cctatgatta
gatggatgge
gttgaccgect
gaatcgatat
gatgacgccy

gaaaaagaga

ES 2546 190 T3

tggcctygteyg
ttttatttta
gattggccat
gagtgtgttt
tggcggygcec
aggatggaac
gaacaattgc
aaatgtccgt
tcgtegtaty
tcggagttge
tLgaacatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctetggate
gattctegea
taagtgttgt
gtggatttcg
aggattacaa
gcactctgat
ctetttegaa
aaggatatgg
aaccgggege
ccgggaaaac
tgtceggtta
tacattctgy
tgaagtcttt
tgttacaaca
gtgaacttcc

tcgtggatta

taacgcgcaa
ttgtggctgce
coggtgaaag
actctaagta
agaagacgcc
cgctggadag
ttttacagat
tcggttggeca
cagtgaaaac
agttgcgcce
gcagcctace
aaaattacca
tcagtcgatg
tgtaccagag
tactgggtta
tgccagagat
tccattecat
agtcgtetta
aattcaaagt
tgacaaatac
agaagtcggy
gctcocactgag
ggtoggtaaa
getgggegtt
tgtaaacaat
agacatagct
aattaaatac
ccecaacate
cgcecgoeght

cgtcgcocagt

51

gtecgtggeyg
ttatggtgac
tgagactcat
caatttecaac
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcg
gaagctatga
tctetteaat
gcgaacgaca
gtagtgtttg
ataatccaga
tacacgttcg
tcetttgate
cctaagggtyg
cctatttttyg
cacggtititg
atgtatagat
gcgttgctag
gatttatcta
gaagcggttg
actacatcag
gttgttccat
aatcagagadg
ccggaagega
tactgggacy
aaaggatatc
ttcgacgcgg
gttgttttgy

caagtaacaa

gaaccgacta
aatcacagat
tatctatctyg
agttatttea
agaaaggecc
aggctatgaa
aggtgaacat
aacgatatgg
tctttatgeo
tttataatga
tttccaaaaa
aaattattat
tcacatctca
gtgacaaaac
tggececttec
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagzaga
taccaaccct
atttacacga
caaaacgctt
ctattctgat
Lttttgaagc
gocgaattatg
ccaacgeoctt
aagacgaaca
aggtggcccc
gcgtggcagg
agcacggaaa

cocgcdgaaaaa

840

900

%¢0

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gttgcgcgga
cgcaagaaaa
agcggecgaeyg
cceoceccctaa
tgttattttc
tcttecttgac
tgaatgtcgt
cgaccctttyg
cacgtgtata
tagttgtgga
cccagaaggt
gtgtttagtc
tttgaaaaac
ctacttggct
gtccaagtgg
tggactgtet
caaatgtaca
tcettgacac
gtcatteccgyg
tcctacttga
atctttcggg
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgccgg
gcegecacce
agaatcgggg
tttcttgecey
cactcaactyg
gctggagcege
catccaaaca

gececatcoeca

ggagttgtgt
atcagagaga
ttgttaaaca
cgttactgge
caccatattyg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagcdyg
agatacacct
aagagtcaaa
accccattgt
gaggttaaaa
acgataatac
gcatcatcac
tctecaccge
atcatggtgc
ccaatgtgga
catgcacctyg
tgegecggey
agggetcottc
ctgccgtgtg
gaaccactat
cattccaggt
ctgcgtatge
taggtttcgg
taaggaccat
acggtggtty
actcgaccac
gactcgtcgt
tcgaggaggt

tcgagaccat

ES 2546 190 T3

ttgtggacga
tccteataaa
gaccacaacy
cgaagceget
ccgtottttg
aggggtcetit
gttcectetgy
aaccccccac
gcaaaggcegd
tggctotoct
atgggatctyg
aaacgtctag
catggcgceet
tagcctcaca
aacacaatct
cggctcaaag
ccaggacctce
cggcageteyg
Jggcdacage
gggcggteca
cacccgaggg
gcggtccceg
ggcccatcta
agcccaadgg
ggcgtatatyg
caccacgggt
ctetgyggge
tatcctggge
gctogecacs

ggctectgtec

caaggygggdyy

agtaccgaaa
dggccaagaag
gtttcectct
tggaataagyg
gcaatgtgag
ccectotege
aagcttetty
ctggcgacagy
cacaacccca
caagcgtatt
atctggggcec
gccoccocgaa
attacggcct
ggccgggaca
ttecctggega
accottgecg
gtecggetgge
gacctttact
aggdgdagcec
ctgctctgec
gttgcgaagyg
gtcttcacgg
cacgccccta
tataaggtgc
tctaaggcac
gcococatca
gcctatgaca
atcggcacag
gctacgcecte
agcactggag

aggcacctca

52

ggtcttaccg
ggcggaaagt
agcgggateca
ccggtgtgeg
ggcccggaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgecctetge
dgtgccacgtt
caacaagdggqg
tcggtgcaca
ccacggggac
actcccaaca
ggaaccaggt
cctgegtcaa
gcccaaaggag
aagcgcecec
tggtcacgayg
tactctecee
cctoggggcea
cggtggactt
acaactcgtc
ctggtagegg
ttgtectgaa
atggtatcga
cgtactccac
tcataatatyg
tcetggacea
cgggateggt
aaatcccctt

ttttectgcea

Jgaaaactcga
ccaaattgta
attcegecce
tttgtctata
cctggcectg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaaga
gtgagttgga
ctgaaggatg
tgctttacat
gtggttttce
gacgegagga
cgaggggdag
tggcgtgtgt
cccaatcacce
cggggcgagt
gcatgecgat
caggcccecgta
cgctgtgggc
tgtacccgtc
coctceggec
caagagcact
coccgteegte
ccctaacatc
ctatggcaag
tgatgagtge
agcggagacy
caccgtgcca
ttatggcaaa

ttccaagaag

2640

2700

2760

2820

2880

29540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3240

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



aaatgtgatg
cggggcctty
getctaatga
acccagacag
caagacgcgg
tacaggtttyg
gagtgctatg
ttgcgggctt
gagagogtct
gcaggagaca
gctecaccte
cacgggccaa
caccccataa
acctgggtge
agcgtggtca
gaagtccttt
gaacagggaa
gccaccaagc
goeottotggg
tccactotge
agcoogotca
caacttgctc
gttggcagca
gtggcaggcyg
ctggttaacc
gcagcgatac
ctgatagegt
Jgacgctgcag
aggcttcacc

gatgtttggg

agctcgoocgc
atgtatccgt
cgggctttac
tocgacttcag
tgtcacgctc
tgactccagqg
acgcegggcty
acctaaacac
ttacaggcct
acttccocta
catcgtggga
cgcacetyget
ccaaatacat
tggtaggcgg
ttgtgggcag
accgggagtt
tgcagctege
aagcggagge
cgaagcatat
ctggcaaccc
ccacccaaca
ctcocagege
taggccttgy
cgctcgtggce
tactecctge
Lgcgtcoggceca
tcgettegey
cacgtgtcac
agtggatcaa

attggatatyg

ES 2546 190 T3

gaagctgtce
cataccaact
cggcgattte
cctggacceg
gcagcggcega
agaacggece
tgcttggtac
accagggttyg
cacccacata
cctggtagcea
ccaaatgtgg
gtataggctyg
catggcatgce
agtcctagea
gatcatcttg
cgatgagatg
cgaacaattc
tgctgcteee
gtggaatttc
cgcgatagcea
taccotoctyg
tgcttetget
Jgacggtgctt
ctttaaggtc
tatcctetec
cgtgggccca
Jggtaaccac
tcagatccte
cgaggactgc

cacggtgttyg

Jggcctocggac
agcggagacy
gactcagtga
accttcacca
dJgcaggactyg
tcgggeatgt
gagctcacgc
cocegtetgeo
Jgacgoocatt
taccaggcta
aagtgtctca
ggagcegtte
atgtcggetyg
gctotggecy
tccggaaagce
Jaagagtgcg
aaacagaagg
gtggtggaat
atcagcggga
tcactgatgg
tttaacatcc
ttegtaggey
gtggatattt
atgagcggcyg
cctggogoce
Jg999499999
gtctcocaca
tctagtctta
tccacgcecat

actgattteca

53

tcaatgctgt
tcattgtcgt
tcgactgcaa
ttgagacgac
gtaggggcag
tcgattccte
ccgccegagac
aggaccatcet
tcttgteocea
cggtgtgege
tacggctaaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgcct
cggccatcat
cctcacacct
caatcgggtt
ccaagtggeg
tacaatattt
cattcacage
tggggggatyg
ccggeatcge
tggcaggtta
agatgecccte
tagtogtecgg
ctgtgcagtg
cgcactatgt
ccatcacteca
gctocoggete

agacctggcet

agcatattac
agcaacggac
tacatgtgte
gaccgtgcoca
gatgggcatt
ggttctgtgce
ctcagttagg
ggagttetgy
gactaagcag
cagggctcag
gcctacgctyg
tactaccaca
cgtcacgagce
gacaacaggc
tcccgacaqgqg
cocttacate
gctgcaaaca
gaccctcgaa
agcaggcttg
ctetatecace
dJgtggccgece
tggageggcet
tggagcagyy
caccgaggac
dJgtcgtgtge
gatgaaccgyg
gcctgagagce
gcetgctgaag
gtggctaaga

ccagteccaag

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

49350

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6130

6240



ctcetgcege
tggcgaggcy
Jgtgaaaaacyg
acattcccca
tctagggege
ttccactacg
ccocgaattet
ccectectac
cagctcccat
tcccacatta
gecagehcat
catgactccce
Jggaacatca
cteccaagegyy
aggaaattcc
gagtcctgga
gecaaggceoc
accgtgtctt
geogtogaca
ggatccgacg
gatctcagcg
cteoccaggeca
ttttetetet
tggctcocatce
agagagtgct
taattcaatt
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgce
gocccttatte

gtgaaagtaa

gattgceggg
acggcatcat
gttccatgag
ttaacgcgta
tgtggcgagt
tgacgggcat
tcacagaagt
gggaggaggr
gcgagoccga
cggcggagac
cagctagcca
cggacgctyga
cocgegtgga
aggaggatga
ctecgagegat
aggaccegga
cttegatace
ctgeocttgge
geggcacgge
ttgagtcgta
acgggtcttg
ataggccatc
ttttttttte
ttagcectag
gatactggcc
cttgaagacg
tggtttctta
tattttteta
ttcaataata
ccttttttyge

aagatgctga
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agtccecttce
gcaaaccacc
gatcgtgggyg
caccacygyc
ggctgctgag
gaccactgac
Jgatgggaty
cacattocty
accggacgta
ggctaagcgt
gctgtctgcg
cctecatcegay
gtcagaaaat
gagggaagta
gceccatatgg
ctacgtcocct
acctecacygy
Jgagctegeco
aacggcctet
ctcctecatg
gtctaccgta
ctgttttttt
tecctttrtet
tcacggetag
tctectgcaga
aaagggccte
Jacgtcaggt
aatacattea
ttgaaaaagy
ggcattttgc

agatcagtty

ttctecatgte
tgcccatgty
cctaggacct
cecectygcacygc
gagtacgtgg
aacgtaaagt
cggttgcaca
gtegggetcea
gcagtgctca
aggctggcca
cctteocttga
gccaacctceo
aaggtagtaa
tocegtteocyy
gcacgcccgg
ccagtggtac
aggaagadga
acaaagacct
cctgaccagce
ccocceochtg
agcgaggagc
[oZolod vl vl ol
ttcctetttt
ctgtgaaagyg
tcaagtacta
gtgatacgecc
ggcacttttc
aatatgtate
aagagtatga
cttechtgttt

ggtgcacgag

54

aacgtgggta
gagcacagat
gtagtaacac
ccteoccogge
aggttacgcyg
gecogtgtca
ggtacgctee
atcaatacct
cttccatgct
ggggatctce
aggcaacatyg
tgtggcggca
ttttggacte
cggagatcct
attacaaccc
acgggtgtcc
cggttgtect
teggeagete
cctecgacga
agggggagcc
ttaagacggyg
LErtetrtet
Lttcectttte
tcogtgagec
ctagtcoctt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacecc

tgggttacat

caagggagtc
caccggacat
gtggcatgga
gccaaattat
gotgggggat
ggttooggec
agcgtgcaaa
ggttgggtca
caccgaccca
ccoctecttyg
cactaccegt
ggagatggge
tttegagecy
gcggaggteco
tccactgtta
attgccgect
gtcagaatct
cgaatcgtcy
cggcgacycy
gggggatcec
Jagctaaaca
ol s ol ool ol ol o
tttoctttgy
gottgactge
tagtgagggt
ggttaatgtc
gcgeggaace
acaataaccc
tttecgtygte
agaaacygcty

cgaactggat

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

€500

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



ctcaacagcy
acttttaaag
ctcggtcgec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgy
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagy
tegttcocact
tttetgegey
ttgcecggate
ataccaaata
gecaccgecta
aagtcgtgte
ggctgaacgy
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt
ttgtgatgct
cggttoctygy
tctgtggata
accgagcgca
cttacgcatc

gatgccgeat

gtaagatcet
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggage
agcccteceyg
atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctyg
aagagctacc
ctgtocttct
catacctcge
ttaccgggtt
ggggttegty
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggy
cchttttgety
accgtattac
gcgagtcagt
tgtgcggtat

agttaagcca
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tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
ttttgataat
cecegtagaa
cttgcaaaca
aactctittt
agtgtagccg
tctgectaate
ggactcaaga
cacacagacca
atgagaaagc
ggtcggaaca
tocctgteggy
gcggagecta
gocttttget
cgectttgag
gagcgaggaa
ttcacaccyc

gtatacactc

cgococgaag
ttatccegtg
gacttggttg
gaattatgeca
acgatcggag
cgcoccttgate
acgatgcctyg
ctagcttecee
ctgcgectegy
gggtotegey
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
aaaaaaccac
ccgaaggtaa
tagttaggce
ctgttaccayg
cgatagttac
agcttggage
gccacgette
ggagagcgca
tttcgceace
tggaaaaacyg
cacatgttcet
tgagctgata
gcggaagageo
atatggtgca

cgctateget

55

aacgttttce
ttgacgccgg
agtactcacc
gtgctgceceat
gaccgaagga
gttgggaace
cagcaatggc
ggcaacaatt
cocttocgge
gtatcattge
cggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcettyg
cgctaccage
ctggcttcag
accacttcaa
tggetgetge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggaget
tctgacttga
ccagcaacga
ttcetgegtt
ccgotogecg
gcctgatgeg
cteotecagtac

acgtgactgg

aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccget
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactygggy
ggcaactatyg
ttggtaactyg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggtttgt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
geageggtey
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gogtegattt
ggccttttta
atccecctgat
cageccgaacg
gtattttcte
aatctygctet

gtcatggctyg

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

8720

9780

9840

9900



10

15

20

25

30

cgccocgaca
ccgcttacay
catcaccgaa
cacagatgtc
tctggettcet
cctococgtgta
tgctcacgat
aacaactggc
gcttegttaa
tccggaacat
aaccgaagac
acgttogetce
gocgggtact
ccgagatgcey

ctaagctgce

<210> 22
<211> 31
<212> ADN

cccogccaaca
acaagctgty
acgcdcedagy
tgeoctgttea
gataaagcgg
agggggattt
acgggttact
ggtatggatyg
tacagatgta
aatggtgcag
cattcatgtt
gcecgtateggt
caacgacagy
cegegtygegy

tgcaggtaat

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 22

ES 2546 190 T3

cccgctgacyg
accgtetecy
cagctgcggt
tcecgegteca
gccatgttaa
ctgttcatgg
gatgatgaac
cggegggaca
ggtgttccac
ggcgctgact
gttgctcagg
gattcattct
agcacgatca
ctgctggaga

acgactcact

ggcgccattc tatccactag aggatggaac c

<210> 23
<211> 31
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 23

ggttccatcc tctagtggat agaatggegce ¢

<210> 24
<211> 63
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 24

gagtgctgat actggcctct ctgcagatca agtctagaaa gtcoccctttag tgagggttaa

tte

<210> 25
<211> 63
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

cgocctgacg
ggagctgcat
aaagcteatce
gctegttgag
gggeggtttt
gggtaatgat
atgcoccggtt
agagaaaaat
agggtagceca
tccgecgttte
tcgcagacgt
gctaaccagt
tgcgcaccey
tggcggacge

ata

31

31

56

ggcttgtctg
gtgtcagagg
agegtgygtey
tttctecaga
ttoctgtttg
accgatgaaa
actggaacgt
cactcagggt
gcagcatact
cagactttac
tttgcagcag
aaggcaacca
tggccaggac

gatggatatyg

ctoccoggeat
Ltttcaccgt
tgaagcgatt
agcgttaatg
gtcactgatg
cgagagagga
tgtgagggta
caatgccagc
gcgatgeaga
gaaacacgga
cagtcgctte
cgccagecta
ccaacgctge

ttetgccaag

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10773

&0

63



10

<400> 25

ES 2546 190 T3

Jaattaaccce tcactaaagg gactttctag acttgatetg cagagaggoc agtatcagea

ctc

<210> 26
<211> 12579
<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 26

gccageocac
tcttcacgceca
cceecctece
gacgaccggd
gcgagactge
gtgcttgcga
tggaagtcga
gttcaataga
gatgtcgtat
tcgagaagec
agtgtagctt
ttggcggect
ctattgagct
ggtggtcaca
ctttgggtgt
tgttatcata
tttgctggat
atcagacaat
ggogecatte
gagatacgcc
cacgtacgcyg
gctgaataca

ggtgttggge

gattyggggge
gaaagcgtct
gggagagcca
tcectttcetty
tagccgagta
gtgccecgygy
tttcaggctt
agggggtaca
agactgcttyg
cagtaccacc
aggctgatga
acctatgget
acataagaat
aaccagtgat
ccgtgtttce
aagcgaatty
cogoctocatt
tgtatcataa
tatccactayg
ctggttcety
gaatacttcyg
aatcacagaa

gogttattta

Jgacactccac
agccatggog
tagtggtctyg
gatcaacccyg
gtgttgggte
aggtctegta
agggtaaccg
aaccagtacc
cgtggttgaa
tcggaatctt
gtotggacat
aacgccatgg
cctocoggecoe
tggcctgteg
ttttatttta
gattggccat
gagtgtgttt
tggcgggcce
aggatggaac
Jaacaattgce
aaatgtccgt
tcgtegtatyg

tcggagttge

catagatcac
ttagtatgag
cggaaccggt
ctcaatgect
gecgaaaggca
gaccgtgecac
tggacctcga
accacgaaca
agcgacyggat
cgatgogtty
coctcacoyy
gacgctagtt
ctgaatgcgg
taacgcgcaa
ttgtggctge
ccggtgaaay
actctaagta
agaagacgcc
cgctyggagay
ttttacagat
tcggttggea
cagtgaaaac

agttgegece

57

tcecctgtga
tgtcgtgcag
gagtacaccg
dgagatttgy
ttgtggtact
cgtttaaacc
aaacagacgc
agcacttctg
ccgttatcey
cgctecagecac
tgacggtggt
gtgaacaagq
ctaatcccaa
gtecgtgacy
ttatggtgac
tgagactcat
caatttcaac
aaaaacataa
caactgcata
gcacatatcyg
Jaagctatga
tctettcaat

gcgaacgaca

ggaactactyg
cctccaggac
Jgaattgccag
gcogtgcocece
gocctgatagyg
ccegtgetge
acaaaaccaa
tttcececeggt
cttatgtact
tcaaccceay
ccaggctgey
tgtgaagagc
cctoggagca
gaaccgacta
aatcacagat
tatctatety
agttatttca
agaaaggcec
aggctatgaa
aggtgaacat
aacgatatgyg
tctttatgee

tttataatga

60

63

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



acgtgaattg
ggggttgcaa
catggattet
tctacctece
aattgcactg
gcatagaact
cattccggat
tacactcegga
gctgttttta
attttcattc
aattgecttet
ccatctteca
tacacccgag
gaaggttgtg
tgtcagagga
gattgacaag
cttcttcata
cgctgaattyg
tcttcecegac
gacgatgacg
gttgcgcgga
cgcaagaaaa
agogyccgcy
cceoccectaa
tgttattttc
tcttcttgac
tgaatgtcgt
cgaccchttyg
cacgtgtata

tagttgtgga

ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
ggttttaatyg
ataatgaatt
gcctgeogtca
actgcgattt
tatttgatat
cgatcecettc
ttcgocaaaa
gggggcgcac
gggatacgac
ggggatgata
gatctggata
cctatgatta
gatggatggc
gttgaccgct
gaatcgatat
gatgacgcecg
Jgaaaaagaga
ggagttgtgt
atcagagaga
ttgttaaaca
cgttactggce
caccatattg
gagcattcoct
gaaggaagca
caggcagegy
agatacacct

aagagtcaaa

ES 2546 190 T3

tgaacatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
ccltctggatc
gattctcgea
taagtgttgt
gtggattteg
aggattacaa
gcactctgat
ctetttegaa
aaggatatgg
aaccgggcygc
ccgggaaaac
tgtcocggtta
tacattctgg
tgaagtcttt
tgttacaaca
gtgaacttcec
tcgtggatta
ttgtggacga
tcctecataaa
gaccacaacg
cgaagocgct
ccgtettttg
aggggtottt
gttcetetgg
aaccccccac

Jcaaaggocdyg

tggctcteet

gcagcctacc
aaaattacca
tcagtegatg
tgtaccagag
tactgggtta
tgccagagat
tccattecat
agtcegtctta
aattcaaagt
tgacaaatac
agaagtcggg
gotecactgag
ggtcggtaaa
gctgggegtt
tgtaaacaat
agacatagct
aattaaatac
ccccaacate
cgocgocgtt
cgtcgocagt
agtaccgaaa
ggccaagaag
gtttcectcet
tggaataagg
gcaatgtgag
ccoctotoge
aagcttettg
ctggcgacay
cacaacccca

caagcgtatt

58

gtagtgtitg
ataatccaga
tacacgtteyg
tcectttgate
cctaagggltg
cctatttttg
cacggttttyg
atgtatagat
gcgttgctag
gatttatcta
gaagcggttg
actacatcag
gttgttccat
aatcagagag
ccggaagega
tactgggacyg
aaaggatatc
ttcgacgcgy
gttgttttgg
caagtaacaa
ggtcttaccg
ggcggaaagt
agcgggatca
ccggtgtgeg
ggceccggaaa
caaaggaatg
aagjacaaaca
gtgcctetge
gtgccacgtt

caacaagggy

tttccaaaaa
aaattattat
tcacatcteca
gtgacaaaac
tggcccttce
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
taccaaccct
atttacacga
caaaacgctt
ctattctgat
tttttgaagc
Jgcgaattatyg
ccaacgectt
aagacgaaca
aggtggcccc
gogtggcagy
agcacggaaa
ccgogaaaaa
gaaaactcga
ccaaattgta
attccgecce
tttgtctata
cctggcecectyg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaagc
gtgagttgga

ctgaaggatg

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



cccagaaggt
gtgtttagte
tttgaaaaac
ctacttggct
gtccaagtgg
tggactgtct
caaatgtaca
tcecttgacac
gtcattccgg
tecctacttga
atctttcggyg
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtygccegy
gccgecacec
agaatcgggg
tttocttgecy
cactcaactyg
goetggageyce
catccaaaca
gccatcecca
aaatgtgatyg
cggggectty
gctctaatga
acccagacag
caagacgcgg
tacaggtttyg
gagtgctatg
ttgcgggett
gagagcgtct

gcaggagaca

accecattgt
Jaggttaaaa
acgataatac
gcatcatcac
tctccaccge
atcatggtge
ccaatgtgga
catgcacctyg
tgcgecggey
agggctette
ctgccgtgtg
Jgaaccactat
cattccaggt
ctgcgtatge
taggtttcgg
taaggaccat
acggtggtty
actcgaccac
gactegtcegt
tcgaggaggt
tcgagaccat
agctegecge
atgtatccgt
cgggetttac
tcgacttcag
tgtcacgcte
tgactccagy
acgcgggetg
acctaaacac
ttacaggcct

acttccecta

ES 2546 190 T3

atgggatctyg
aaacgtctag
catggcogect
tagcctcaca
aacacaatct
cggotcaaag
ccaggaccte
cggcagctcey
gggcgacagco
gggcggtceca
cacccgaggg
goggtaceeyg
ggcccatcta
agcccaaggy
Jggcgtatatg
caccacgggt
ctctgggggc
tatcctggge
gctegecace
ggctectgtec
caaggggggg
gaagctgtco
cataccaact
cggcgattte
cctggacceg
gcagcggcga
agaacggoeca
tgcttggtac
accagggttyg
cacccacata

cctggtagea

atctggggcce
goecocogaa
attacggcet
ggccgggaca
ttcctggcga
accchttgecg
gteggetgge
Jacctttact
agggdgagac
ctgctctgce
gttgcgaagyg
gtettcacgy
cacgccecta
tataaggtgce
tctaaggcac
gceeccatea
goectatgaca
atcggcacag
gctacgecte
agcactggaqg
aggcacctca
ggcctcggac
agcggagacy
gactcagtga
accttcacca
ggcaggactg
tcgggcatgt
gagctcacgce
ccegtotgec
gacgcccatt

taccaggcta

59

tcggtgcaca
ccacggggac
actecccaaca
ggaaccaggt
cctgcgtcaa
gceccaaagdgg
aagcogcceca
tggtcacgag
tactctceocce
cctocggggca
cggtggactt
acaactcgtac
ctggtagcgy
ttgtcctgaa
atggtatcga
cgtactccac
tcataatatyg
tcectggacca
cgggatcggtr
aaatccocctt
ttttctgcca
tcaatgctgt
tcattgtegt
tcgactgcaa
ttgagacgac
gtaggggcag
tcgattcete
cogecgagac
aggaccatct

tcttgtoaca

cggrgrgcgce

tgctttacat
gtggtttteec
gacgegagge
cgagdgggag
tggcgtgtgt
cccaatcace
cggggegegt
gecatgcegat
caggecegtc
cgctgtggge
tgtaccecgtc
cectecggec
caagagcact
ccegteogte
ccctaacate
ctatggcaag
tgatgagtge
agcggagacyg
caccgtgcca
ttatggcaaa
ttccaagaag
agcatattac
agcaacggac
tacatgtgtc
gaccgtgcca
gatgggcatt
ggttetgtge
ctcagttagy

ggagttctgyg

gactaagcag

cagggctcag

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



gctecaccte
cacgggccaa
caccccataa
acctgggtge
agcgtggtca
gaagtccttt
gaacagggaa
gccaccaagce
gocttetggy
tccactctge
agcecgctea
caacttgctc
gttggcagca
grtggcaggcyg
ctggttaacc
gcagcgatac
ctgatagcgt
gacgctgcag
aggcttcacce
gatgtrtggy
ctcectgeege
tggcggggcyg
gtgaaaaacg
acattecceca
tctagggege
ttccactacy
cccgaattcot
cecctectac
cagctoccat

tceccacatta

catcgtggga
cgeccctget
ccaaatacat
tagtaggcyy
ttgtgggcay
accgggagtt
tgcagctecge
aagcggagge
cgaagcatat
ctggcaacce
ccacccaaca
cteoccagege
taggccttgg
cgctegtgge
tactcecctyge
tgcgtcggca
tcgcttcgeg
cacgtgtcac
agtggatcaa
attggatatg
gattgoocygygy
acggcatcat
gttecatgag
ttaacgcgta
tgtggegggt
tgacgggcat
tcacagaagt
gggaggaggt
gegageocga

cggcggagac
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ccaaatgtgg
gtataggctg
catggcatgc
agtectagca
gatcatctty
cgatgagatyg
cgaacaattc
tgctgctcec
gtggaatttc
cgcgatagea
tacecctceety
tgcttctgct
gacggtgctt
ctttaaggte
tatcctctee
cgtgggceca
gggtaaccac
tcagatcctc
cgaggactgc
cacggtgtty
agtccectte
gcaaaccaca
gatcgtgggg
caccacgggc
ggctygcetgag
gaccactgac
ggatggggtyg
cacattcctg
accggacgta

ggctaagcgt

aagtgtctea
ggagccgtte
atgtcggctyg
gctectggeoy
tcecggaaage
gaagagtgcy
aaacagaagg
gtggtggaat
atcagcggga
tcactgatgyg
tttaacatcc
ttcgtaggcg
gtggatattt
atgagcggey
cctggcgceec
J9ggagggdy
gtcteccocca
tctagtctta
tccacgccat
actgatttca
Ltctecatgte
tgcccatgtg
cctaggacct
ccctgocacge
gagtacgtgy
aacgtaaagt
cggttgcaca
gtogggotca
gragtgctca

aggctggeca

60

tacggctaaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgect
cggccateat
cctecacacct
caatcgggtt
ccaagtggcyg
tacaatattt
cattcacagc
tggggggaty
ccggcatogce
tggcaggtta
agatgecctce
tagtcgtegy
ctgtgcagtyg
cgcactatgt
ccatcactca
gctecggete
agacctggct
aacgtgggta
gagcacagat
gtagtaacac
cctececgge
aggttacgcyg
gocogtgtcea
ggtacgctec
atcaatacct
cttccatget

ggggatctcc

gcctacgetyg
tactaccaca
cgtcacgagce
gacaacaggc
tccecgacagy
ccocttacate
gctgcaaaca
gaccctcgaa
agcaggcttyg
ctctatcace
ggtggcegec
tggagcgget
tggagcaggg
caccgaggac
ggtegtgtge
gatgaaccgyg
gcoctgagage
gctgotgaag
gtggctaaga
ccagtccaag
caagggagtc
caccggacat
gtggcatgga
gocaaattat
ggtggggygat
ggttecggec
agcgtgcaaa
ggttgggtca
CACCgAaCcee

ccectecttg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

c420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840



gcecageteat
catgactcec
Jggaacatca
cteccaagcyyg
aggaaattcc
gagtcctgga
gccaaggcac
accgtgtett
gcegtegaca
ggatccgacg
gatctcagcg
gtectgetget
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtectagg
gttaaggcta
agatctaaat
cacatccgct
atcatggcaa
cgccttateg
gtggtctcca
Jgacagcdgy
gcatatgaca
tcaatctace
gageggcttt
cggtgoocgeg
aaggccgcty
gacgacctty
gcecttcacyyg

tacgacttgg

Jgcaaaagdqg

cagctagcca
cggacgctyga
ccogegtgyga
aggaggatga
ctcgagegat
aggaccegga
ctcecgatace
ctgecttgge
geggcacgge
ttgagtcgta
acgggtcttyg
cgatgtccta
tgcccatcaa
catctegeag
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatygg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
cectecctca
tegagttect
cecgetgttt
aatgttgtga
acatcggagg
cgagoggtgt
cggectgtey
tecgttatetyg
aggctatgac
agttgataac

tgtactatct
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gctgtetgeg
cctecatogag
Jtcagaaaat
Jagggaagta
geccatatgg
ctacgtcect
acctccacgyg
Jgagctcogeco
aacggcctcet
ctccteocatg
gtctaccgta
cacatggaca
tgcactgage
cgcaagocty
ccgggacgtg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgctg
tttctgegtce
tttgggggtt
ggccgtgatyg
ggtgaatgec
tgactcaacy
cttggcccece
ceccectgact
actgacgacc
agctgegaag
tgaaagcgcy
tagatactct
atcatgctece

cacccgtgac

ccttecttga
gccaacctee
aaggtagtaa
tecgtteogy
gcacgceogg
ccagtggtac
aggaadagga
acaaagacct
cctgaccage
ccoccooccttyg
agecgaggagc
ggcgccoctyga
aactctttge
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcetgtaage
gtcoggaaca
gaagacactg
caaccagaga
cgtgtgtgcyg
ggctcttcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgcggta
ctcecaggact
dggacccaag
gccocceoty
tccaatgtgt

cocaccacce

61

aggcaacatg
tgtggcggca
ttttggactc
cggagatcct
attacaacce
acgggtgtcc
cggttgtect
tcggeagete
cctecgacga
agggggagcc
ttaaggctag
tcacgccatyg
tcegtcacca
aggtcacctt
tgaaggcgaa
tgacgcccco
tatccagcaa
agacaccaat
aggggggcecy
agaaaatggc
acggattcca
agaaatgccc
atgacatccg
aggccataag
ggcagaactg
ataccctcac
gecacgatget
aggacgaggc
gggaccogec
cagtegegea

cccttgcgeyg

cactacccgt
ggagatgggc
tttecgagcecy
geggaggtec
tccactgtta
attgccgect
gtcagaatct
cgaategtcg
cggcgacycy
gggggatcec
tgaggacgtc
cgctgcggay
caacttggte
tgacagactyg
ggcgtccaca
acattcggec
ggcocgttaac
tgacaccacc
caagccagct
cctttacgat
atactctect
tatgggcttc
tgttgaggag
gtcgctcaca
cggctatcge
atgttacttyg
cgtatgcgga
gagcectacgg
caaaccagaa

cgatgeatcet

ggctgcgtgg

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



gagacagcta
accttgtggy
caacttgaaa
gacctacctc
tctecaggtyg
cgagtctgga
gotgecactt
ccaatcceccgyg
ggagacatat
ctactttctyg
taaacactcce
ol ol ot ol ot o s o) 8
ctttggtgge
gactgcagag
gagggttaat
aatgtcatga
ggaaccceta
taaccctgat
cgtgtcgcocce
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcy
acagaaaagc
atgagtgata
accgobtttt
ctgaatgaag
acgttgcgea
gactggatgg

tggtttattyg

gacacactce
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggce
gtggcaagta
ctgcgtecea
atcacagect
taggggtagg
aggccaatag
ttetetetet
tccatcttag
agtgctgata
tcaattcttg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattcoett
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtogecgeat
atcttacgga
acactgcgge
tgcacaacat
ccataccaaa
aactatrtaac
aggcggataa

ctgataaatc
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agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagatc
acgactccat
ggtggcttca
cagaagtgtc
cctetteaac
gttggattta
gtctocgtgeo
catctatcta
gccatectgt
trtttteteect
ccctagtcac
ctggcctctc
aagacgaaag
ttettagacyg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggeca
tgctgaagat
gatcclttgag
gctatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga

tggagcegygt

tggctaggcea
catttcttcet
tacggggcet
ggccttageg
tgcctcagga
cgcgctaggce
tgggcagtaa
tccagctyggt
cgaccoogct
ctcecccaace
ttttttceet
rLtrtrtetee
ggctagctgt
tgcagatcaa
ggcctogtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgcctte
cagttgggtg
agttttcgee
Jgoggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcee
gacaccacga
cttactctag

ccacttctgce

gagegtgggt

62

acatcatcat
ccatcocttcet
gttactcecat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccca
ggaccaagct
tegttgetgy
ggttcatgtg
gatgacttaa
tLtttttttt
tetrtettte
gaaaggtccyg
gtctagaaag
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatceget
gtatgagtat
ctgtttttgc
cacgagtggg
ccgaagaacyg
ccogtgttga
tggttgagta
tatgcagtgc
tocggaggacc
ttgatcgttg
tgcctgecage
ctteceggca
gcteggecct

ctcgeggtat

gtatgcgecc
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgcecttg
gg9g9ggggagyg
caaactecact
ttacagcggyg
gtgcctacte
gacggggagco
cttttttttt
cttttcttte
tgagccgctt
tcocctttagt
tttataggtt
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatyg
cgccggygcaa
ctcaccagtc
tgccataace
gaaggagcta
ggaaccggaq
aatggcaaca
acaattaata
tccggoctgge

cattgcagca

8760

8820

8880

8240

9000

3060

9120

9180

5240

9300

9360

9420

9480

5540

%600

5660

9720

9780

9840

9200

9260

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500



ctggggccag
actatggaty
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgrtrge
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
geggacaggt
ggdgggaaacq
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattety
cgaacgaccy
tttetectta
tgctotgatg
tggctgcgec
cggcatcege
caccgtcatce
gcgattcaca
ttaatgtctyg
ctgatgecctc
agaggatgcet
agggtaaaca
gocagogett
tgcagatecy

cacggaaacc

atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgogtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgoctacata
cgtgtocttac
gaacggdaggyg
acctacagcyg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctcgtc
tcctggeoctt
tggataaccyg
agcgcagcga
cgcatctgty
ccgecatagtt
ccgacaccaeg
ttacagacaa
accgaaacgc
gatgtctgece
gcttctgata
cgtgtaaggg
cacgatacgyg
actggcyggta
cgttaataca
Jgaacataatyg

gaagaccatt
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ctocoogtatce
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccec
ctgotgcttyg
gctaccaact
ccttetagtyg
cctegetety
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggecagygygte
ttatagtect
aggggggcgg
ttgctggect
tattaccgcee
gtcagtgagc
cggtatttca
aagccagtat
ccaacacccg
gotgtgaceg
gcgaggcage
tgttcatecy
aagcgggcca
ggatttctgt
gttactgatyg
tggatgegge
gatgtaggty
gtgcagggcy

catgttgttyg

gtagttatct
Jagataggrg
ctttagatty
gataatctea
gtagaaaaga
Caaacaaaaa
ctttttecga
tagccgtagt
ctaatcetgt
tcaagacgat
cagoocagcet
gaaagcgcca
Jgaacaggayg
gtogggttte
agcctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcegyg
caccgcatat
acactccocgcet
ctgacgcgce
tctecgggayg
tgcggtaaag
cgtccagete
tgttaaggge
tcatgggggt
atgaacatgc
Jggaccagag
ttccacaggyg
ctgacttceyg

ctecaggtcge

63

acacgacggg
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgy
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttecaga
agcgcacgay
gocaccetetyg
aaaacgccag
tgttotttce
ctgataccge
aagagcgcoct
ggtgcactct
atcgctacgt
ctgacgggct
ctgcatgtgt
ctcatcageyg
gttgagttte
ggttttttec
aatgataccg
cecggttacty
aaaaatcact
tagccageag
cgtttoccaga

agacgttttyg

gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
ccecttaacgt
ttcttgagat
accageggtyg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgeoccagt
taaggcgeag
gacctacacc
agggagaaag
Jggagcttcca
acttgagegt
caacgcggoc
tgcgttatce
tcgcocgeoage
gatgcggtat
cagtacaatc
gactgggtca
tgtctgctce
cagaggtttt
tggtcgtgaa
tccagaageyg
tgtttgotca
atgaaacgag
Jaacgttgtyg
cagggtcaat
catcctgega
ctttacgaaa

cagcagcadgt

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10220

10280

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11240

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360
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64

cgcttcacgt tegetegegt atcggtgatt cattcectgeta accagtaagyg caaccecgeo 12420
agcctagecg ggtectcaac gacaggagea cgatcatgeg cacccgtgge caggacccaa 12480
cgctgececga gatgcgecoge gtgcggcectge tggagatgge ggacgecgatg gatatgttcet 12540
Jgecaagctaa getgcctgea ggtaatacga ctcactata 12579

<210> 27

<211> 12579

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 27
geccagccecoccoce gattggggge gacactccac catagatcac tcecoccetgtga ggaactacty 60
tcttcacgca gaaagocgtct agccatggcog ttagtatgag tgtcgtgcag cctcocaggac 120
ccoccctooe gggagagcoca tagtggtctg cggaaccggt gagtacaccg gaattgcoccag 180
Jacgaccgygyg tectttcettg gatcaaccog ctcaatgect ggagatttgg gegtgocece 240
gcecgagactge tagcocgagta gtgttgggtc gcecgaaaggcee ttgtggtact gectgatagy 300
gtgcttgecga gtgccoccggy aggtcetcogta gaccgtgcac cgtttaaacce cecgtgcetge 360
tggaagtcga tttcaggctt agggtaaccg tggacctcga aaacagacgc acaaaaccaa 420
gttcaataga agggggtaca aaccagtacc accacgaaca agcacttctg tttccccggt 480
gatgtcgtat agactgcttg cgtggttgaa agcgacggat ccgttatcocyg cttatgtact 540
tcgagaagec cagtaccacc tcggaatctt cgatgegttyg cgectcagcac tcaaccccag 600
agtgtagctt aggctgatga gtetggacat cectcacegg tgacggtggt ccaggetgeyg 660
ttggcggect acctatggct aacgccatgg gacgctagtt gtgaacaagg tgtgaagagc 720
ctattgagct acataagaat cctccocggccce ctgaatgcocgg ctaatcccaa ccoctoggagca 780
ggtggtcaca aaccagtgat tggcctgteg taacgcgcaa gtocgtggcoyg gaaccgacta 840
ctttgggtgt cegtgtttceco ttttatttta ttgtggctge ttatggtgac aatcacagat 900
tgttatcata aagcgaattyg gattggeccat cocggtgaaayg tgagactcat tatctatcetyg 960
tttgctggat ccgctccatt gagtgtgttt actctaagta caatttcaac agttatttca 1020
atcagacaat tgtatcataa tggcgggccce agaagacgcec aaaaacataa agaaaggcecc 1080
ggcgecatte tatccactag aggatggaac cgctggagag caactgcata aggctatgaa 1140
gagatacgcecce ctggttcocty gaacaattge ttttacagat gcacatatcg aggtgaacat 1200
cacgtacgeg gaatacttcg aaatgtecgt teggttggea gaagetatga aacgatatgg 1260
gctgaataca aatcacagaa tcgtogtatg cagtgaaaac tctcecttcaat tetttatgec 1320
ggtgttggge gegttattta tcggagttge agttgegoce gegaacgaca tttataatga 1380



acgtgaattg
dgggttgcaa
catggattct
tctacctece
aattgcactyg
gcatagaact
cattecggat
tacactcgga
goctgttttta
attttcatte
aattgcttct
ccatcttcea
tacacccgag
gaaggttgtg
tgtcagagga
gattgacaag
cttctteata
cgctgaattyg
tcttococgac
gacgatgacg
gttgcgcgga
cgcaagaaaa
agcggceogoyg
cccoecectaa
tgttatttte
tcttottgac
tgaatgtcgt
cgaccctttyg
cacgtgtata

tagttgtgga

ctcaacagta
aaaattttga
aaaacggatt
Jggttttaatg
ataatgaatt
gcctgcgtca
actgcgattt
tatttgatat
cgatcccttc
ttcgccaaaa
gggggcgcac
gggatacgac
ggggatgata
Jgatctggata
cctatgatta
Jatggatggc
gttgaccgct
gaatcgatat
Jgatgacgccg
gaaaaagaga
Jgagttgtgt
atcagagaga
ttgttaaaca
cgttactggce
caccatattg
gagcattcct
gaaggaagca
caggcagcgdg
agatacacct

aagagtcaaa
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tgaacatttc
acgtgcaaaa
accagggatt
aatacgattt
cctctggate
gattctcgca
taagtgttgt
gtggatttcyg
aggattacaa
gcactctgat
ctctttcgaa
aaggatatgg
aaccgggcegc
ccgggaaaac
tgtcocggtta
tacattctgg
tgaagtcttt
tgttacaaca
gtgaacttcc
tcgtggatta
ttgtggacga
tcctecataaa
gaccacaacy
cgaageogot
ccgtettttg
aggggtottt
gttcetetgy
aaccccccac
gcaaaggcgyg

tggctcteet

gcagcctacc
aaaattacca
tcagtcgaty
tgtaccagag
tactgggtta
tgccagagat
tccattecat
agtcgtctta
aattcaaagt
tgacaaatac
agaagtcggg
gctcactgag
ggtcggtaaa
gctgggegtt
tgtaaacaat
agacatagct
aattaaatac
ccccaacatce
cgccgocogtt
cgtcgccagt
agtaccgaaa
ggccaagaag
gtttcectet
tggaataagg
Jgcaatgtgag
ccoctotoge
aagcttcettyg
ctggcgacag
cCacaaccoca

caagcgtatt
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gtagtgtttyg
ataatccaga
tacacgtteg
tcctttgate
cctaagggtyg
cctatttttg
cacggttttyg
atgtatagat
gcgttgctag
gatttatcta
gaagcggttg
actacatcag
gttgttccat
aatcagagag
ccggaagega
tactgggacg
aaaggatatc
ttegacgcgyg
gttgttttgg
caagtaacaa
ggtcttaccg
ggcggaaagt
agcgggatca
ceggtgtgeg
ggceccggaaa
caaaggaatg
aagacaaaca
gtgcectetge
gtgccacgtt

caacaaggdyg

tttccaaaaa
aaattattat
tcacatctca
gtgacaaaac
tggccocttco
gcaatcaaat
gaatgtttac
ttgaagaaga
taccaaccct
atttacacga
caaaacgctt
ctattctgat
tttttgaage
gcgaattatg
ccaacgectt
aagacgaaca
aggtggccce
gcgtggcagy
agcacggaaa
ccgcgaaaaa
gaaaactcga
ccaaattgta
attccgcece
tttgtctata
cctggeocctyg
caaggtctgt
acgtctgtag
ggccaaaagc
gtgagttgga

ctgaaggaty

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



cccagaaggt
gtgtttagtc
tttgaaaaac
ctacttggct
gtecaagtgyg
tggactgtct
caaatgtaca
tcecttgacac
gtcattccgg
tcctacttga
atcttteggy
gagtctatgg
gtaccgcaga
aaggtgcegg
Jgeogocacac
agaatcggdy
tttcttgccg
cactcaactg
gctggagege
catccaaaca
gccatcocea
aaatgtgatg
cggggecttg
gctctaatga
acccagacag
caagacgcgyg
tacaggtttg
gagtgctatg
ttgcgggett
gagagcgtct

gcaggagaca

accccattgt
Jaggttaaaa
acgataatac
gcatcatcac
tctecacege
atcatggtgc
ccaatgtgga
catgcacctyg
tgcgooggeyg
agggctetto
ctgccgtygty
gaaccactat
cattccaggt
ctgocgtatgce
taggtttegy
taaggaccat
acggtagttyg
actcgaccac
gactcgtcgt
tegaggaggt
tcgagaccat
agctecgecge
atgtatccgt
cgggctttac
tecgactteag
tgtcacgete
tgactccagyg
acgcgggetyg
acctaaacac
ttacaggcct

acttccccta
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atgggatctyg
azacgtctag
catggogoct
tagcctcaca
aacacaatct
cggctcaaag
ccaggacctc
cggcagcotcg
gggcgacage
gggcggteca
cacccgaggg
gcggtececg
ggcccatcta
agcecaaggg
ggogtatatg
caccacgggt
ctctggggge
tatcctggge
gcltcgeccacc
ggctctgtec
caagdgdggy
gaagctgtcce
cataccaact
cggegattte
cctggacceg
geageggega
agaacggece
tgcttggtac
accagggttg
cacccacata

cctggtagea

atctggggca
gceoeecegaa
attacggcct
Jggccgggaca
ttcoctggega
acccttgecy
dtcggctgge
gacctttact
2gggggagec
ctgctetgee
gttgcgaagy
gtcttcacgg
cacgcccecta
tataaggtgc
tctaaggeac
gccoccatca
gcctatgaca
atcggcacag
gctacgcctc
agcactyggag
aggcacctca
ggecctoggac
agcggagacg
gactcagtga
accttcacca
ggcaggacty
tcgggeatgt
Jgagctcacgc
ccocgtotgec
gacgccocatt

taccaggcta
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tcggtgeaca
ccacggggac
actcccaaca
gJaaccaggt
cctgegtcaa
gcccaaaggg
aagecgcoece
tggtcacgag
tactctecce
ccteggggea
cggtggactt
acaactcgte
ctggtagecgg
ttgtcctgaa
atggtatcga
cgtactccac
tcataatatg
tccotggacca
cgggatcggt
aaatccecctt
ttttcetgeca
tcaatgctgt
tcattgtegt
tcgactgcaa
ttgagacgac
gtaggggcay
tcgattccte
ccgecgagac
aggaccatct
tcttgtceca

cggtgtgcge

tgctttacat
gtggttttce
gacgcgagygc
cgagggggag
tggegtgtgt
cccaatcacc
cggggcgegt
gcatgccgat
caggoccgtc
cgctgtggge
tgtacccgte
ccectecggec
caagagcact
ccogtoogtc
cectaacate
ctatggcaag
tgatgagtgc
agcggagacg
caccgtgeca
ttatggcaaa
ttccaagaag
agcatattac
agcaacggac
tacatgtgtc
gaccgtgcca
gatgggcatt
ggttctgtgce
ctcagttagg
ggagttctgg
gactaagcag

cagggctcag

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



gctccaccte
cacgggccaa
caccccataa
acctgggtge
agcgtggtcea
Jaagtccttt
gaacagggaa
gccaccaage
geoottetggy
tccactetge
agcccgctca
caacttgcte
gttggcagca
gtggcaggey
ctggttaacc
gcagcgatac
ctgatagcgt
gacgctgcag
aggcttcacc
gatgtttggy
ctectgecge
tggcggggceg
gtgaaaaacg
acattccceca
tctagggcge
ttccactacy
ccogaattct
coecctoectac
cagetceccat

tcccacatta

catcgtggga
cgeccectget
ccaaatacat
tggtaggegy
ttgtgggeay
accgggagtt
tgcagctege
aagcggaggc
cgaagcatat
ctggcaacce
ccacccaaca
ctcocccagogce
taggccttgg
cgctegtgge
tactcectge
tgcgteggca
tcgcttogeg
cacgtgtcac
agtggatcaa
attggatatg
gattgceggy
acggcatcat
gttccatgag
ttaacgcgta
tgtggeggygt
tgacgggcat
Lcacagaagt
gggaggaggt
gegagoeoega

cggcggagac
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ccaaatgtgg
gtataggctg
catggcatgc
agtcctagea
gatcatcttyg
cgatgagatg
cgaacaattc
tgctgctcce
gtggaatttc
cgecgatagea
taccctecty
tgcttctgct
gacggtgctt
ctttaaggtc
tatcctetee
cgtgggecca
gggtaaccac
tcagatcctc
cgaggactgc
cacggtgttyg
agtcccctte
gcaaaccacc
gatcgtgggg
caccacgggc
ggctgctgay
gaccactgac
ggatggggtg
cacattcctg
accggacgta

ggctaagegt

aagtgtctca
ggagccgttc
atgtcggctyg
gotetggecy
tcecggaaage
gaagagtgceg
aaacagaagqg
gtggtggaat
atcagcggga
tcactgatgg
tttaacatce
ttcgtaggcg
gtggatattt
atgagcyggcyg
cctggegece
ggggaggdgy
gtctccecceca
tctagtctta
tccacgccat
actgatttca
ttectcatgte
tgocccatgtg
cctaggacct
ccectgoacge
gagtacgtgg
aacgtaaagt
cggttgcaca
gtcgggctca
gcagtgctca

aggctggcca
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tacggctaaa
aaaacgaggt
acctggaggt
cgtattgeet
cggcecatcat
cctcacacct
caatcgggtt
ccaagtggcg
tacaatattt
cattcacagce
tggggggaty
ccggeatege
tggcaggtta
agatgcccte
tagtcgtcgyg
ctgtgcagtyg
cgcactatgt
ccatcacteca
gctcoggcte
agacctgget
aacgtgggta
gagcacagat
gtagtaacac
cctcocegygc
aggttacgcyg
gcecgtgtea
ggtacgctcc
atcaatacct
cttecatget

ggggatctcc

gcctacgety
tactaccaca
cgtcacgagc
gacaacaggac
tcccgacagy
coccttacate
gctgcaaaca
gaccchtcgaa
agcaggcettyg
ctctatcacc
ggtggecgee
tggagcggct
tggagcaggy
caccgaggac
ggtegtgtge
gatgaaccgyg
gcctgagage
gctgctgaag
gtggctaaga
ccagteccaag
caagggagte
cacoggacat
gtggcatgga
gccaaattat
ggtgggggat
ggttcoggee
agcghtgcaaa
ggttgggteca
CATCYACTCT

coootocttyg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

€840



gccagcteat
catgactece
gggaacatca
ctccaageygy
aggaaattcc
gagtoccoctgga
gccaaggeoca
accgtgtett
gccgtcegaca
ggatccgacyg
gatctcageg
gtctgctget
gaaaccaagc
tatgctacaa
caggtoctgg
gttaaggcta
agatctaaat
cacateccget
atcatggcaa
cgecttateg
gtggtctcca
ggacagegygd
gcatatgaca
tcaatectace
gagcggchtt
cggtgcegeg
aaggcegety
gacgaccttg
gocttcacgg

tacgacttygg

gdcaaaadygd

cagctagcca
cggacgctga
cceogegtgga
aggaggatga
ctcgagecgat
aggacccgga
cteccgatace
ctgcecttggce
geggeacggco
ttgagtcgta
acgggtcttg
cgatgtccta
tgcccatcaa
catctcgcayg
acgaccacta
aacttctatc
ttggctatgg
ccgtgtggaa
aaaatgaggt
tattcccaga
ccctcoectea
tcgagttect
ccegetgtet
aatgttgtga
acatcggggy
cgagoggtgt
cggcetgteyg
tcgttatcty
aggctatgac
agttgataac

tgtactatet
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gctgtoctgeg
ccteatcgag
gtcagaaaat
gagggaagta
gceccatatgyg
ctacgtccet
acctccacygyg
ggagctegee
aacggectct
ctectecatg
gtctaccgta
cacatggaca
tgcactgagc
cgcaageetyg
ccgggacgtyg
cgtggaggaa
ggcaaaggac
ggacttgcty
tttetgegte
tttgggggtt
ggccgtgatg
ggtgaatgee
tgactcaacy
cttggecece
cceoechtgact
actgacgacc
agctygcgaag
tgaaagcgceyg
tagatactct
atcatgctce

cacccgtgac

cecttecottga
gccaacctec
aaggtagtaa
tcegttecgy
gcacgcccgg
ccagtggtac
agdaagagga
acaaagacct
cctgaccagce
ccocoeoocttyg
agcgaggage
ggcgecctga
aactectttge
cggcagaaga
ctcaaggaga
gcctgtaage
gtccggaacce
gaagacactyg
caaccagaga
cgtgtgtgcyg
ggctcttcat
tggaaagcga
gtcactgaga
gaagccagac
aattctaaag
agctgoggta
ctocaggact
gggacccaayg
gceocececty
tccaatgtgt

ccoaccaccc
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aggcaacatg
tgtggeggca
ttttggacte
cggagatcct
attacaaccc
acgggtgtcc
cggttgtect
teggcagetce
ccteoccgacga
agggggagcec
ttaaggctag
tcacgeccaty
tccgtecaceca
aggtcacett
Lgaaggcgaa
tgacgecoccce
tatccagecaa
agacaccaat
aggggggecy
agaaaatggc
acggattcca
agaaatgccco
atgacatccy
aggccataag
ggcagaactg
atacccteac
gcacgatget
aggacgaggce
gggaccocgca
cagtcgcgca

cecttgegey

cactacccgt
dgagatgggce
tttcgageey
geggaggtec
tccactgtta
attgeccgect
gtcagaatet
cgaatcgteg
cggcgacgey
gggggatccc
tgaggacgtc
cyctygcegyay
caacttggtc
tgacagactyg
ggcegtocaca
acattcggce
ggccgttaac
tgacaccacc
caagccagct
cctttacgat
atactctecct
tatgggette
tgttgaggag
gtoegetcaca
cggctatcge
atgttacttyg
cgtatgegga
gagcctacgyg
caaaccagaa

cgatgcatet

ggctgcegtgy

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

81&0

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



gagacagcta
accttgtggg
caacttgaaa
gacctacctc
tctocaggtyg
cgagtctgga
gctgeccactt
ccaatcccygyg
ggagacatat
ctactttctg
taaacactce
Lttttttttt
ctttggtggce
gactgcagag
gagggttaat
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgecce
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt
ctgaatgaag
acgttgcgea
gactggatgg

tggtttatty

gacacactcc
caaggatgat
aagccctaga
agatcattca
agatcaatag
gacatcgggce
gtggcaagta
ctgogtccea
atcacagcct
taggggtagg
aggccaatag
tttttttttt
tccatettag
agtgctgata
tcaattcttg
taataatggt
tttgtttatt
aaatgctteca
ttattcectt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgcogeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa

ctgataaatc
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agtcaattcc
cctgatgact
ttgtcagate
acgactccat
ggtggcttca
cagaagtgtc
cctcttcaac
gttggattta
gtctegtgcee
catctatcta
geeatectgt
tttttecteet
ccctagtcac
ctggcctete
aagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggea
tgctgaagat
gatccocttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagegt
tggcgaacta
agttgcagga

tggageceggt

tggctaggca
catttcttet
tacggggect
ggccttageyg
tgcctcagga
cgcgctaggce
tgggcagtaa
tccagetggt
cgacceegeh
ctccccaace
ttttttecct
ttttttttce
ggctagctgt
tgcagatcaa
ggcctogtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgeccttce
cagttgggtyg
agttttcgec
goggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcc
gacaccacga
cttactctag

ccacttctge

gagcgtgggt

69

acatcatcat
ccatccttet
gttactccat
cattttcact
aacttggggt
tactgtccca
ggaccaagct
tcgttgetygg
ggttcatgtyg
gatgacttaa
tttttttttt
tcttttttte
gaaaggtccy
gtctagaaag
tacgecctatt
cttttcagggg
tgtatcocget
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
ccogtgttga
tggttgagta
tatgcagtgce
tcggaggacc
ttgatcagttyg
tgcctgecage
cttcecggea
gctocggocct

ctoegeggtat

gtatgcgcec
agctcaggaa
tgagccactt
ccatagttac
accgcecttyg
Jgg99gggggagg
caaactcact
ttacagcggyg
gtgcctactc
Jacggggagc
cttttttttt
cttttettte
tgagcegett
tcectttagt
tttataggtt
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttcecaatg
cgcoggygcaa
ctcaccagte
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tccggotgge

cattgcagca

8760

8820

8880

8940

2000

2060

9120

9180

9240

2300

9360

9420

9480

9540

2600

2660

9720

9780

9840

2500

2560

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500



ctggggecag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagcac
Jgcgataadt
cggtegggct
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacyg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg
cgaacdaccg
tttcteootta
tgctetgaty
tggctgogoe
cggcatocge
caccgtcatc
gcgattcaca
ttaatgtcty
ctgatgoctc
agaggatgct
agggtaaaca
gecagegett
tgcagatccg

cacggaaacc

atggtaagee
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgecgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgectacata
cgtgtettac
Jaacggdadgd
acctacagcg
atcoggtaag
cctggtatct
gatgctcgte
tcctggectt
tggataaccyg
agcgcagcgda
cgcatctgtg
cecgeatagtt
ccgacacccyg
ttacagacaa
accgaaacgc
Jgatgtctgec
gcttctgata
cgtgtaagag
cacgatacgg
actggcggta
cgttaataca
gaacataatg

Jgaagaccatt
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ctecegtate
acagatcgct
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccec
ctgctgetty
gctaccaact
ccttctagtg
cctecgecteotyg
cgggttggac
ttecgtgcaca
tgagctatga
cggcagggte
ttatagtcct
agggggdcedd
ttgctggcct
tattaccgec
gtcagtgagc
cggtatttca
aagccagtat
ccaacacccg
gctgtgaccyg
gcgaggcage
tgttcatccg
aagcdggceca
ggatttetgt
gttactgatg
tggatgcgge
gatgtaggtg
gtgcagggcyg

catgttgttg

gtagtrtatct
Jagataggtyg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttccga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agecctatgga
tttgctcaca
tttgagtgag
gaggaagcgdg
caccgcatat
acactccgcet
ctgacgcgeo
tcteocgggag
tgcggtaaag
cgtccagote
tgttaagggc
tcatgggggt
atgaacatgc
gggaccagag
ttcocacaggg
ctgacttccg

ctcaggtcgce

70

acacgacggyg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcoocga
agcgcacgaqg
gccacctetg
aaaacgccay
tgttetttee
ctgataccge
aagagcgect
ggtgcactct
atcgctacgt
ctgacgggct
ctgcatgtgt
ctcatcagcg
gttgagtttc
ggttttttcc
aatgataccg
ccggttactg
aaaaatcact
tagccagcag
cgtttccaga

agacgttttg

gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggty
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcay
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgoggceo
tgcgttatce
tcgeocgcagce
gatgcggtat
cagtacaatc
gactgggtca
tgtctgctee
cagaggtttt
tggtcgtgaa
tccagaagceqg
tgtttggtea
atgaaacgag
gaacgttgtyg
cagggtcaat
catcctgoga
ctttacgaaa

cagcagcagt

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10520

10880

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11540

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360
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cgcttcacgt tcgcectegegt
agcctagccg ggtcctcaac

cgctgccoccga gatgogocgo
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atcggtgatt
Jacaggagca

gtgcggctgce

cattctgceta accagtaagg caacccogec
cgatcatgcg cacccgtggc caggacccaa

tggagatggc ggacgcgatg gatatgttct

gocaagetaa getgectgca ggtaatacga ctcecactata

<210> 28

<211> 30

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 28
aagcgaggag cttaaggcyr gtgaggacgt

<210> 29

<211>29

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 29
agctccccgt cttaagtcay cggttgggg

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 30
gggacctcac cgctcatgat

<210> 31

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 31
ctcaccgctc atgatcttga atgc

<210> 32

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 32
cggaggtcat tacgtgcaaa tg

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 33
cgtgcaaatg gccatcatca ag

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 34
gcgcttactg gcacctatg

71

30

29

20

24

22

22

19
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12480

12540

12579
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<210> 35

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 35
aggcacgccg atgtcat

<210> 36

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 36
cgggaccttg gtgctctt

<210> 37

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 37
cggcactgtc cttgacca

<210> 38

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 38
gagtcgaagt cgceggta

<210> 39

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 39
ccgagactac agttaggcta cg

<210> 40

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 40
gcatgtcatg atgtatttgg tg

<210> 41

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 41
acgaggacct tccccagt

<210> 42

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 42
gctgceggtg ggagceatg

<210> 43
<211>19
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 43
gagcatgcag gtgggccac

<210> 44

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 44
gcggcgacat catcaacgg

<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 45
catcaacggc ttgccegtct ¢

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 46
gacctttacc tggtcacgag

<210> 47

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 47
gctgtccaga acttgcagtc tgtc

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 48
cctttggcaa gcactgcgtg

<210> 49

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 49
ctgcgtggtc atagtgggca g

<210> 50

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 50
tgtcttgtcc gggaagecgg

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 51
cgtcactgcc atactcagca

<210> 52

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 52
cgtcccgttt ttgacatg

<210> 53

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 53
tgactcaacc ctggtgatgt t

<210> 54

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 54
cggtggtcct caccgaa

<210> 55

<211>15

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 55
ttgtccggga agcecg

<210> 56

<211>16

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 56
tggcaagcac tgcgtg

<210> 57

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 57
ttgacgtcca tgctcactg

<210> 58

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 58
aggccggagt gtttacccca ac

<210> 59

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 59
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ggagtgttta ccccaacctt ca

<210> 60

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 60
tgactatgaa ccacctgtgg tcc

<210> 61

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 61
cacctgtggt ccatggctg

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 62
catcaactcc gtgtggaaag

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 63
cagcgggtat catacgagaa

<210> 64

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 64
gcaccatgct cgtgtgtg

<210> 65

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 65
gtcatcagta tcatcctcge c

<210> 66

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 66
cgactccatg gtcttagcg

<210> 67

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 67
gagcgccttc tgtttgaatt g
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<210> 68

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 68
ctgtttgaat tgctcggcga g

<210> 69

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 69
atgcatgctg gtgcggaa

<210>70

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 70
tggtgcggaa agtcgcetgg

<210> 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 71
ggtcattatg tccaaatggc

<210>72

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 72
cggcagctcg gaccttta

<210>73

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 73
cacttggaat gtctgcggta c

<210>74

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 74
gatgagtgcc actcaactga ct

<210>75

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 75
cgtctgttgc cacgacaa

<210> 76
<211> 17
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 76
ctatgacgcg ggctgtg

<210> 77

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 77
agccgtatga gacacttcca ¢

<210>78

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 78
gcatagacca tgttgtggtg acg

<210>79

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 79
gtgacgcagc aaagagttgc tca

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 80
agcgtggtca ttgtgggcag

<210> 81

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 81
gggcaggatc atcttgtccg g

<210> 82

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 82
ttcccaaggc ctatgctg

<210> 83

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 83
ggatgaaccg gctgatagc

<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 84
atggaaccgt ttttgacatg t

<210> 85

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 85
gggcatgacc actgacaac

<210> 86

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 86
ccacaggagg ttggcect

<210> 87

<211>16

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 87
cacgggtgcc cattgc

<210> 88

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 88
aaggagatga aggcgaagg

<210> 89

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 89
catcacggcc tgaggaag

<210> 90

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 90
tcgctcacag agcggct

<210> 91

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 91
tggaggagca tgatgttatc a

<210> 92

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 92
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cgactccatg gtcttagcg

<210>93

<211>28

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 93
gtaggtggac tggcacttac atctatga

<210> 94

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 94
cgctattagc ccttggtagg tgg

<210> 95

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 95
aaatgcccgc accataccc

<210> 96

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 96
ggcttctcge cagacatgat ctt

<210> 97

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 97
cacggacttc ccgtgtc

<210> 98

<211>16

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 98
tgccagttgg ggcatg

<210> 99

<211>16

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 99
tccgggceagc tgtgtg

<210> 100

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 100
cgtcttgagg gacagtctgt g
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<210> 101

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 101
ggagggtgag atccccttct a

<210> 102

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 102
gaagttccac atgtgtttgg ¢

<210> 103

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 103
gtagtgctct gtgagtgcta cg

<210> 104

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 104
atcttacacg gactccccgt gtc

<210> 105

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 105
atgcggggac atcttacacg g

<210> 106

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 106
tggggcatgc aagtacccga ¢

<210> 107

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 107
cactgccagt tggggcatg

<210> 108

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 108
tacggatacc atactttgtg agggc

<210> 109
<211> 25
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 109
tctctgctac ggataccata ctttg

<210> 110

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 110
tccaccagta tcttacccag gccta

<210> 111

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 111
acgtccacca gtatcttacc ca

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 112
acgagtgtgt accctggtga

<210> 113

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 113
gacccctgta cctgcgg

<210> 114

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 114
gcaagtagcc cacctggtaa g

<210> 115

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 115
gccattcagt ggacgccac

<210> 116

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 116
ccttgagttg gtataacgga gac

<210> 117

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 117
gctctgtgag tgctatgatg ¢

<210> 118

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 118
ggtaggacca gtcagtgtag gttt

<210> 119

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 119
caacgaagcc agtggctc

<210> 120

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 120
tgcatggcct cceggttte

<210> 121

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 121
catgtggaga catcctgcat gg

<210> 122

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 122
ttggtgcatg caagtagccc ac

<210> 123

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 123
cgctgcectgt tggtgcatg

<210> 124

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 124
cttctgtacc atcagagtac ctgatca

<210> 125

<211> 26

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 125
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gtgagccttc tgtaccatca gagtac

<210> 126

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 126
atggagtgta gctagggttt gcc

<210> 127

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 127
tgtagctagg gtttgccgct cta

<210> 128

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 128
gaaccaccca ctgtcctagg

<210> 129

<211>23

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 129
gcacactatg actcagtctt gca

<210> 130

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 130
catcttttcg cacaccctg

<210> 131

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 131
tacgtaggag ggcccatg

<210> 132

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 132
agcgctaccg atacgtttg

<210> 133

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 133
ccggccataa ttgaaagg
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<210> 134

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 134
atgctcgtgc gctcecgtgat

<210> 135

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 135
ctttgcatgc tegtgcgcte

<210> 136

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 136
tactatgggc tcaatgacag cttgttg

<210> 137

<211> 27

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 137
ggtagctact atgggctcaa tgacagc

<210> 138

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 138
tacttccaga tgatcatact gagc

<210> 139

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 139
acttatactt ggttacccgc g

<210> 140

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 140
tcttaccgct gecggte

<210> 141

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 141
tcttagatca ggctgagacg g

<210> 142
<211>21
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 142
ctgttgttgg tatgacggac a

<210> 143

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 143
agccegetga gaccaca

<210> 144

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 144
atgtagtgtt ggcttaagcc g

<210> 145

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 145
ctgceggteg gggceatg

<210> 146

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 146
ggtcggggca tgaaggtatc ctac

<210> 147

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 147
cttgcggaga tattctttgc gg

<210> 148

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 148
ttgcgggctg cecgtete

<210> 149

<211> 30

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 149
cgacgttgaa tagactaggt tatgatgtct

<210> 150

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 150
ccctagcggc ctactgcttg

<210> 151

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 151
ggcctactgc ttgtcagtcg g

<210> 152

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 152
gcctactgct tgtcagtcgg

<210> 153

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 153
atacccccta tggcagcg

<210> 154

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 154
acagtggatg aacaggctca t

<210> 155

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 155
tgacaggaaa tgaagggcag

<210> 156

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 156
tgaagtggat ggggtgaga

<210> 157

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 157
tgaggcctat gcgtetgg

<210> 158

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 158
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caccaactgt cgatggatg

<210> 159

<211>28

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 159
ttatgatgtc tcaacaagga gttgctga

<210> 160

<211> 26

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 160
agtgttatct taccagctca ccgage

<210> 161

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 161
atcttaccag ctcaccgagc tggc

<210> 162

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 162
gtatcctcca geccttecta tectg

<210> 163

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 163
cagcccttcc tatctgggct ag

<210> 164

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 164
tcgggtatag tgcgaagga

<210> 165

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 165
cttcagcaga cgttcgacc

<210> 166

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 166
tacatcaagg ccacagcg
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<210> 167

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 167
ctggagtgtg acgagctgtt

<210> 168

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 168
cttggagaca tcgggcac

<210> 169

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 169
gcgcgtecct tacttcgtga g

<210> 170

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 170
gctcctgege gteecttac

<210> 171

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 171
gtagccagcg aggatgtcca ctag

<210> 172

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 172
catctcgecg ctcatgatct t

<210> 173

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 173
gcgtccctta cttcgtgag

<210> 174

<211>16

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 174
ccgtgegeag gagagg

<210> 175
<211> 18
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<212> ADN
<213> Virus de la hepatitis C

<400> 175
cacggtcttg gaccaagc

<210> 176

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 176
gcctggtacg aactgacacc

<210> 177

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 177
gccacttect gttggtge

<210> 178

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 178
ctgagtcaaa gtcgccggt

<210> 179

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 179
gacatgcagg ccatgatgta

<210> 180

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 180
taaggggatt acctgtctcg gc

<210> 181

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 181
agttgtgttc acgcccatgg ag

<210> 182

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 182
gggactttgg tgctcttgec

<210> 183

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C
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<400> 183
tcgatgccat atgccttgga c

<210> 184

<211>19

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 184
tttcagtggg cagcgtggt

<210> 185

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 185
agcgtggtga tcgtcgggag

<210> 186

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 186
cctgcaggceg gtcgaagg

<210> 187

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 187
cgaaggtcac cttcttctge cg

<210> 188

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 188
agacatgagg gaagcaatgg

<210> 189

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 189
tgtgcagtgg atgaaccg

<210> 190

<211>18

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 190
actctgcgaa cctccacg

<210> 191

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 191
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gttgacagac ccatcacaca t

<210> 192

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 192
tcgtctgtct caaccctggt

<210> 193

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 193
tcttactcgt caatgcctce

<210> 194

<211> 25

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 194
cggggtaaca caagataaca tcaag

<210> 195

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 195
accctaaggt cggagtgtta agct

<210> 196

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 196
acaagataac atcaagtgcc cctg

<210> 197

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 197
aaggtcggag tgttaagcetg ccta

<210> 198

<211> 21

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 198
cttattcgtc aatgcctcca c

<210> 199

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 199
atcatggcca aaaatgaggt
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<210> 200

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 200
gccttcacgg aggctatgac

<210> 201

<211>24

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 201
tgtggcatat acctctttaa ctgg

<210> 202

<211>17

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 202
ggagtcaaag cagcggg

<210> 203

<211> 22

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 203
caggaattga ctggagtgtg tc

<210> 204

<211> 20

<212> ADN

<213> Virus de la hepatitis C

<400> 204
gcacaggagt aaatagcggg
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ES 2546 190 T3

REIVINDICACIONES

1. Métodos para determinar mutaciones resistencia a farmacos en cualquiera de las regiones de proteina no
estructural NS3 a NS5B del virus de la Hepatitis C (HCV) para los genotipos 1 a 6, mas en particular para los
genotipos especificos de subtipo 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 4a y 4d, presentes en una muestra que comprende:

a) obtener dicha muestra de un paciente,

b) extraer material genético viral de dicha muestra,

c) amplificar la regién NS5B de HCV para generar un amplicon de ADN de 388 pares de bases usando
cebadores que tienen secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 1-5,

d) secuenciar el amplicon para obtener una secuencia de 329 pares de bases usando las secuencias
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 3-5,

e) realizar analisis de arboles filogenéticos usando la informacién de secuencia de 329 pares de bases de NS5B
para obtener informacion de subtipo de HCV en dicha muestra del paciente,

f 1) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 6-9, 42-45, 104-107, 120-123, 145-148 o 180-183 para la generacion de un amplicon de ADN
que comprende la proteina no estructural NS3 (181 aminoacidos N-terminales),

g 1) secuencia el amplicén de NS3 para obtener una secuencia de 543 pares de bases usando las secuencias
seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 8 y 9; 43 y 45-46; 104 y 106; 120 y 122; 146 y 148 o
180y 182

o]

f2) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 13-16, 54 y 59-66, 124-133, 158 y 160-168 o 194-197 para la generacion de un amplicon de
ADN que comprende la polimerasa NS5B,

g 2) secuenciar el amplicon de la polimerasa NS5B para obtener una secuencia de 1776 pares de bases usando
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 15-16 y 87-92; 54, 59 y 61-66; 124 y
127-133; 158-159, 161y 163-168 0 197-204

o]

f 3) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 30-33, 67-70, 93-96, 108-111, 134-137 o0 169-172 para la generaciéon de un amplicon de ADN
que comprende NS3/4A,

g 3) secuenciar el amplicon de la proteasa NS3/4A para obtener una secuencia de 2055 pares de bases usando
las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 34-41; 68 y 71-77; 95 y 97-103; 112-
119; 136y 138-144 0 171y 173-179

o]

f4) usar cebadores especificos de subtipo que tienen las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste
en las SEC ID N° 47-50, 78-81,149-151 y 159 o 184-187 para la generacion de un amplicén de ADN que
comprende NS4B/5A,

g 4) secuenciar el amplicon de NS4B y NS5A para obtener una secuencia de los dos genes NS4B y NS5A
usando las secuencias seleccionadas entre el grupo que consiste en las SEC ID N° 51-57; 79y 81-87; 152-159 o
185y 187-193;

h) alinear la secuencia obtenida en la etapa (g1), (g2), (g3) o (g4) con una secuencia de HCV de referencia o de
tipo silvestre,

i) determinar una o mas mutaciones de resistencia a farmacos en el material genético viral presente en la
muestra del paciente.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente las etapas para realizar un ensayo de
fenotipado de NS3 por

j) generaciéon de un amplicon de NS3 partiendo del amplicon de ADN que comprende NS3 (181 aminoacidos N-
terminales) obtenido en la etapa (f1) de la reivindicacion 1 usando cebadores que tienen la secuencia de la SEC
IDN°11y12,

k) insercion, por clonacion InFusion™ o recombinacion in vitro, de dicho amplicon obtenido en la etapa (j) en un
vector lanzadera que contiene marcador incompetente en replicacion con NS3 delecionado que tiene la
secuencia de la SEC ID N° 10 para obtener un replicon de HCV recombinante competente en replicacion de
NS3,

1) generacion de ARN, por transcripcion in vitro, a partir de dicho replicén de HCV obtenido en la etapa (k)

m) transfeccion de dicho ARN en células adecuadas,

n) determinacion, en base a la expresion del gen marcador, del valor de CEsp y/o el cambio factorial como una
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a farmacos en una muestra.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente las etapas para realizar un ensayo de
fenotipado de NS5B por

0) generacion de un amplicon de NS5B partiendo del amplicon de ADN que comprende NS5B obtenido en la
etapa (f2) de la reivindicacion 1 usando cebadores que tienen la secuencia de la SEC ID N° 28 y 29,
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p) insercion, por recombinacion in vitro, de dicho amplicon obtenido en la etapa (0) en un vector lanzadera
incompetente en replicacion con NS5B delecionado que tiene la secuencia de la SEC ID N° 21 o SEC ID N° 27
para obtener un replicon de HCV recombinante competente en replicacion de NS5B,

q) generacion de ARN, por transcripcion in vitro, de dicho replicon de HCV obtenido en la etapa (p)

r) transfeccion de dicho ARN en células adecuadas,

s) determinacion, en base a la expresion del gen marcador, del valor de CE50 y/o el cambio factorial como una
medida para la presencia de mutaciones de resistencia a farmacos en una muestra.

4. Uso del vector pFK 1341 Pl luc ANS3 7-192_ET (SEC ID N° 10) que comprende el genoma de HCV con una
delecion que abarca la region de 181 aminoacidos N-terminales de NS3 HCV en el método de acuerdo con la
reivindicacion 2.

5. Uso del vector pFK_1341_PI_NS3-3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Scal (SEC ID N° 21) que comprende el genoma
de HCV con una delecion que abarca la region de NS5B de HCV o el vector pFK_1341_Pl_NS3-
3_ET_dNS5a/b_5a440-5b591-Xbal (SEC ID N° 27) que comprende el genoma de HCV con una delecion que abarca
la region de NS5B de HCV en el método de acuerdo con la reivindicacion 3.
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Figura 1.
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Figura 2: Sinopsis de amplicones generados para ensayos de subtipado y
genotipado

Genomade HCV  {~10kb}

Subtipo de NS5B (0,4 kb)
NS3I4A (2,8 kb)

18aa NS3 (0,7 kb)

NS4B/5A (2,3 kb)

NS5B (2,2 kb)

Subtipado P kS Genotipado §1 k GE:‘:}'Padﬁ de

$# de proteasa aa N-
basado_ en ¢ i Nps3;‘4A terminales de NS3 § de regién
secuencia de SN S

NS5B (G1-6)

No disponiblles

C.S: Sensibilidad clinica {tasa de aciertos de ampllfcamon a alta carga en %;

I

$.S: Sensibilidad clinica (tasa de aciertos de secuenciacion de amplicones generados) en
%; numeros en paréntesis = cantidad total de muestras HCV-positivas ensayadas
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Figura 4
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