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@ Resumen:

Métodos de diagndstico molecular para la deteccién
de Brucella abortus y su diferenciaciéon de la cepa
vacunal B19.
Se describen una serie de métodos de diagndstico
molecular que permiten la diferenciacién entre la
estirpe vacunal Brucella abortus B19 y todas las
dem3s estirpes del género Brucella.
En un caso se aplica la amplificacién de genoma,
usando como iniciadores oligonucleétidos derivados
de la regidn que contiene los genes codificantes de la
ruta de utilizacién del eritritol.
Otro grupo de métodos se basa en la hibridacién
de ADN gendmico usando como sondas oligonu-
cledtidos de la mencionada regién eri.
En este caso pueden aplicarse segtin la técnica deno-
minada hibridacién tipo Southern o alternativamente
or el procedimiento del “Dot blot”.
Einalmente se aplican estos métodos para la identi-
ficacién de gérmenes del género Brucella en cual-
quier muestra bioldgica. Los nuevos procedimientos
son ventajosos sobre los métodos tradicionales, in-
munoldgicos o de cultivo, aportando mayor especifi-
cidad y rapidez.
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DESCRIPCION

Métodos de diagndstico molecular para la de-
teccién de Brucella abortusy su diferenciacién de
la cepa vacunal B19
Objeto de la invencién

La brucelosis bovina es una enfermedad del
ganado vacuno producida por la bacteria Bru-
cella abortus. Se trata de una enfermedad de
facil transmisién entre animales y eventualmente
al hombre que también puede sufrirla. Es im-
portante como causa de abortos e infertilidad en
el ganado. Esto determina un coste econémico
que se estima en el orden de miles de millo-
nes de pesetas anuales. Para combatirla, se lle-
van a cabo campanas de saneamiento ganadero.
Las campanas de prevencién contra la brucelo-
sis bovina se basan en la vacunacién de anima-
les jovenes con la vacuna viva atenuada conocida
como B19. Se trata de una variante espontdnea,
no virulenta de Brucella abortus que genera inmu-
nidad protectora. A veces la cepa vacunal puede
persistir en animales vacunados. En este caso no
resulta facil distinguir dicho animal de otro que
sufre una infeccién por cepas virulentas, ya que
las pruebas diagnésticas al uso de la brucelosis,
basadas en la serologia, no permiten diferenciar
estos animales vacunados de los animales enfer-
mos. Esta imprecisién genera un coste econémico
adicional ya que se produce el sacrificio de ani-
males que no lo requeririan. La cepa vacunal B19
ademas de ser avirulenta presenta ciertas carac-
teristicas diferenciales con otras brucelas. Algu-
nas de estas son la sensibilidad al eritritol, y a
ciertos colorantes. Estos caracteres solo se harian
patentes tras el cultivo, que en el caso de las bru-
celas es un proceso lento y tedioso. Hasta ahora
se desconocian diferencias a nivel genético entre
B19 y otras cepas de Brucella.

Nosotros aportamos un método nuevo que
permite diferenciar entre cepas ambientales de
Brucella abortus y la cepa atenuada B19, usada
esta ultima practicamente en todo el mundo como
vacuna contra la brucelosis bovina. Dicho método
se fundamenta en la diferencia que hemos encon-
trado entre los genes que codifican la utilizaciéon
del eritritol en ambos tipos de gérmenes. Gracias
a estos métodos seria posible distinguir con segu-
ridad y rapidez entre animales realmente infecta-
dos con cepas ambientales de Brucella abortus y
aquellos que muestran una persistencia de la cepa
vacunal B19.

Estado de la técnica

Se han descrito métodos que permiten, en de-
terminados casos, diferenciar entre animales va-
cunados con persistencia de B19 y animales infec-
tados por estirpes patégenas. Estos métodos son
serolégicos, y se basan en detectar anticuerpos es-
pecificos para los denominados Hapteno Nativo
(HN) o polisacdrido B, antigenos que se supo-
nen derivados del metabolismo celular del lipopo-
lisacarido de Brucella. Consecuentemente, los an-
ticuerpos frente a estos componentes antigénicos
deberian de estar inicamente presentes en anima-
les infectados (R. Diaz et al. J Clin Microbiol 10:
37 -41). Sin embargo esto no siempre es asi y las
técnicas diferenciales basadas en la detecciéon de
anticuerpos frente al HN o al polisacarido B no
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son definitivas.

La introduccién de las técnicas de amplifi-

cacion exponencial por reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) descritas por Saiki et al (Na-
ture, 324:163 y Science 230:1250)
y por Mullis en la patente U.S. N° 4.683.195 se
han aplicado para el diagnéstico molecular en
Brucella (A. Fekete et al. J Vet Diagn Invest
4:79-83; L. Herman y H. De Ridder. Appl Envi-
ron Microbiol 58:2099-2101).

Bricker y Halling han descrito ensayos para
la deteccién riapida por PCR de estirpes perte-
necientes al género Brucella y para la diferen-
ciacion de Brucella abortus y Brucella ovis, ha-
ciendo uso de iniciadores relacionados con una
secuencia de insercion especifica del género Bru-
cella (S.M. Halling et al. Gene 133:123-127y U.S.
pat N°670.602). Sin embargo hasta el momento
no existen técnicas diferenciales entre B19 y otras
brucelas basadas en la estructura genética de es-
tas bacterias.

Nuestros estudios sobre la biologia molecu-
lar de Brucella abortus (F. Sangari y J. Agiiero.
Microbial Pathogen 11:443 -446) nos han per-
mitido obtener un conocimiento detallado de la
regién del cromosoma de esta especie implicada
en el metabolismo del eritritol (regién eri), tanto
a partir de una cepa prototipo de cepas virulentas
(B.abortus 2308) como de la cepa vacunal B19.

En una primera etapa hemos clonado y obte-
nido un mapa fisico de la region eri de ambas es-
tirpes (B.abortus 2308 y B19), que se recoge en la
figura 1, y posteriormente hemos determinado la
secuencia de nucledtidos de la citada region, tanto
de B.abortus 2308 como de B19 (figura 2). Como
resultado mas sobresaliente para el desarrollo del
invento que se decribe, cabe mencionar la ausen-
cia en el genoma de B19 de una regién de 702
pares de bases comprendida entre las posiciones
2.153 y 2.854 en la secuencia de B. abortus 2308
(Figura 2a). Esta delecién es la base de nuestro
invento.

Descripcion de la invenciéon

En primer lugar, la presente invenciéon pro-
pone un proceso de diagndstico molecular que
permite la diferenciacion entre cepas virulentas de
B.abortus y la cepa vacunal B19 por la técnica de
amplificacién en cadena por la polimerasa (PCR),
utilizando como iniciadores oligonucledtidos deri-
vados de la secuencia que se muestra en la figura
2.

En segundo lugar proponemos un proceso de
diagnodstico molecular que permite la diferen-
ciacién entre cepas virulentas de B.abortus y la
cepa vacunal B19 usando como técnica la hibri-
dacién de ADN con sondas moleculares derivadas
de la regién eri que se ha descrito en las Figuras
1y 2.

Finalmente
proponemos un proceso de diagndstico molecu-
lar, tanto por PCR como por hibridacién, basado
en la exclusividad de la regién eri, que permite
identificar bacterias del género Brucella en mues-
tras bioldgicas obtenidas de personas o animales
usando iniciadores derivados de la secuencia de la
figura 2 o sondas derivadas de la misma secuencia
o del mapa presentado en la figura 1.

Para los procedimientos basados en la PCR,
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se utilizan como iniciadores dos oligonucledtidos.
Uno de ellos tiene un tamano que oscila entre 2
y 1000 nucledtidos siendo lo mas habitual entre
10 y 25, y su secuencia o parte de su secuencia
es una subsecuencia contenida en la cadena su-
perior de las mostradas en la figura 2 en cual-
quier posiciéon comprendida entre 1 y 2.152. El
otro oligonucledtido, tiene las mismas considera-
ciones de tamano, pero su secuencia o parte de
su secuencia es una subsecuencia contenida en la
cadena inferior de las de la figura 2 en cualquier
posicion de las comprendidas entre 2.855 y 3.162,
en el caso de la secuencia de la figura 2a, o entre
las posiciones 2.153 y 2.460 de la secuencia que
se muestra en la figura 2b. Sean cualesquiera los
oligonucledtidos empleados, cumpliendo los requi-
sitos descritos, cuando ADN, obtenido bien de un
cultivo o de una muestra bioldgica (sangre, leche,
fluidos vaginales, etc), sin necesidad de separacién
de otros ADNs contaminantes, se somete a un
proceso de PCR estandard usando ADN polime-
rasa termoestable, y de 20 a 30 ciclos consistentes
en una desnaturalizacién por 2 minutos a 95°C,
una hibridacién con los iniciadores por minuto y
medio a 59°C y una elongacién a 72°C durante
2 minutos, y los productos obtenidos se analizan
por electroforesis en agarosa y tincién con bro-
muro de etidio, se observa en el caso de la cepa
vacunal B19 una banda que en todos los casos
serd 702 pares de bases mas pequena que la que
se obtiene en el caso de todas las demas cepas del
género Brucella.

La caracterizacion de las regiones eri de
B.abortus tipo salvaje y de B19 permite otra ma-
nera de llevar a cabo la diferenciacion entre los dos
organismos mencionados utilizando hibridaciéon
de ADN en vez de la PCR. Al existir una de-
lecion de 702 pares de bases en el cromosoma, de
B19, la digestién del ADN cromosémico y poste-
rior analisis por hibridacién segin la técnica de
Southern con una sonda adecuada, dard lugar a
un polimorfismo con valor diagnéstico. Dado que
existen muchas endonucleasas de restricciéon con
numerosisimos puntos de corte en la region eri, y
cualquier subsecuencia comprendida en la secuen-
cia que se muestra en la Figura 2 pudiera usarse
como sonda, resulta imposible hacer una enume-
racion exhaustiva de las posibilidades para llevar
a cabo este procedimiento. En general tras la hi-
bridacién se observard una banda que serd 702
pares de bases menor en B19 que en el resto de
las estirpes de Brucella. Si la endonucleasa utili-
zada para fragmentar el ADN genémico tiene un
sitio en los 702 pb delecionados en B19, se obser-
varda en esta ultima una sola banda, mientras que
en las demads brucelas se observaran dos bandas,
de modo que la suma de su tamano excede en 702
pb a la banda observada en B19.

Otra posibilidad interesante es el uso de una
sonda comprendida dentro de los limites de los
702 pb delecionados en B19. En este caso no
se observara senal en B19, mientras que el resto
de cepas de Brucella hibridaran en alguna banda.
Este caso puede ser utilizado en un proceso mas
sencillo de hibridacién que no necesita la digestion
del ADN gendémico bacteriano ni la separacién
de los fragmentos por electroforesis, técnica ha-
bitualmente conocida como “dot blot”.
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Descripcién de las figuras.

Figura 1. Mapa de restriccién de la regién del
cromosoma de Brucella abortus implicada en el
metabolismo del eritritol (regién eri). En la parte
superior se muestra el fragmento EcoRI de 7,75
kb obtenido de B.abortus 2308 que es comun a las
demas cepas salvajes de Brucella. Se muestran los
sitios de reconocimiento para algunas endonuclea-
sas de restriccion disponibles comercialmente, con
la coordenada de su posicién entre paréntesis.

En la parte inferior se muestra el mismo mapa
del fragmento EcoRI obtenido de B.abortus B19,
con un tamano de 7,05 kb. Si comparamos el
mapa de B19 con el de 2308 notamos la ausencia
en B19 de una regién de 0,7 kb que se senala con
trazo discontinuo. El segmento negro entre ambos
mapas indica la escala y corresponde a 1 kb.

Figura 2. Secuencia de nucleétidos alrededor
de las regiones eri de B. abortus 2308 (2a) y de
B. abortus B19 (2b). Se muestran las dos cade-
nas de ADN segun la notacién estdndard. La ca-
dena superior discurre en sentido 5’->3’ y la in-
ferior en sentido 3’->5’. Las secuencias de 2308 y
B19 son idénticas desde la posicién 1 hasta la po-
sicién 2.152. La secuencia comprendida entre las
posiciones 2.153 y 2.854 de 2308 esta ausente en
B19. Finalmente la secuencia comprendida entre
las posiciones 2.855 y 3.162 de 2308 es idéntica a
la comprendida entre 2.153 y 2.460 de B19.
Maneras de realizar la invencién
Ejemplo 1

Diferenciacién entre B.abortus B19 y otras
brucelas por PCR, usando como iniciadores los
oligonucleotidos #11: TTGGCGGCAAGTCCG-
TCGGT y #12: CCCAGAAGCGAGACGAAA-
CG. Estos oligonucledtidos derivan de la secuen-
cia descrita en la Figura 2a. El primero estd con-
tenido en la cadena superior, entre las posiciones
1.965 y 1.984 y el segundo deriva de la cadena
inferior entre las posiciones 3.027 y 3.008.

Cuando una muestra de cualquier origen, con-
teniendo ADN, se somete a un proceso de PCR
estandard usando ADN polimerasa termoestable,
y de 25 a 30 ciclos consistentes en una desnatura-
lizacién por 2 minutos a 95 °C, una hibridacién
con los iniciadores por minuto y medio a 59°C y
una elongacién a 72°C durante 2 minutos, y los
productos obtenidos se analizan por electrofore-
sis en agarosa y tincién con bromuro de etidio, se
observa en el caso de encontrarse en la muestra
la cepa vacunal B19 una banda de 361 pares de
bases y de 1.063 pares de bases en el caso de todas
las demés cepas del género Brucella.

Ejemplo 2

Diferenciacién entre Brucella spp. y Brucella
abortus B19 u otros géneros bacterianos por PCR
utilizando los oligos #13: CAGGATCGGCTC-
ACCGCC y #14: GAAATGAAGCCAGGC-
GGCG derivados de la secuencia que se muestra
en la figura 2a de las posiciones 2.177-2.194 de la
cadena superior y 2.650-2.632 de la cadena infe-
rior respectivamente.

En este caso y llevando a cabo el proceso segin
se ha descrito en el ejemplo 1 se obtendria una
molécula de ADN amplificada de 474 pares de
bases en todos los casos en los que en la muestra
esté presente ADN de cualquier especie de Bru-
cella, pero no se obtendria ninguna amplificacién
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en el caso de que estuviera presente B19 o cual-
quier otra bacteria de diferente género.
Ejemplo 3

Diferenciacién entre B.abortus B19 y otras
brucelas mediante un experimento de hibridacién
de ADN por la técnica de Southern, usando como
sonda el fragmento de restriccién Ball de 1kb que
se localiza entre las coordenadas 2,85 y 3,85 del
mapa de la figura 1.

Cuando usamos esta sonda marcada con un
isétopo radiactivo, o de otra manera (biotina,
digoxigenina, fluoresceina, etc) y digerimos los
ADNs cromésomicos con EcoRI (endonucleasa
que no presenta ningun sitio dentro de los 702
pb delecionados en B19), observamos tras la sepa-
racién de los fragmentos EcoRI por electroforesis,
transferencia del ADN a nitrocelulosa o nylon y
posterior hibridacién con la sonda, una banda de
7 kb en B19 y de 7,7 kb en las demads brucelas.
Nétese 7,7= 7+0,7 Si usamos HindIII (endonu-
cleasa que presenta un sitio de corte dentro de
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los 702 pb) para digerir el cromosoma, obtenemos
tras la hibridacién con la misma sonda una banda
de 5,1 kb en el caso de B19 y dos bandas de 3,1
y 2,7 kb en el caso de las demés brucelas. Notese
5,1=3,1+2,7-0,7.

Ejemplo 4

Diferenciacién entre Brucella spp y Brucella
abortus B19 u otros géneros bacterianos me-
diante una hibridacién de ADN por la técnica del
“dot blot”, usando como sonda el fragmento de
ADN de 0,6 kb obtenido por digestién del ADN
genémico de B. abortus entre los sitios Clal y Hin-
dIII en las coordenadas 3,1 y 3,7 del mapa de la
figura 1, y marcado por cualquiera de las maneras
mencionadas en el ejemplo 3.

Al hibridar el ADN obtenido de una mues-
tra bioldgica cualquiera, fijado en una membrana
segun la técnica conocida como “dot blot”, sélo
se observara hibridacién en el caso de que en la
muestra esté presente cualquier microorganismo
del género Brucella que no sea B19.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagnéstico molecular que
permite la diferenciacién entre cepas virulentas
de Brucella abortus y la cepa vacunal B19, que
se caracteriza por utilizar como base diferencial
la delecién de material genético que ocurre en la
regién eri de la cepa vacunal B19.

2. Un método de diagndstico molecular que
permite la diferenciacion entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 segin la
reivindicacién 1, que ademads se caracteriza por
realizarse por amplificacién de ADN gendémico
bacteriano por PCR usando oligonucléotidos ini-
ciadores derivados de la secuencia de la region eri
de Brucella descrita en la figura 2.

3. Un oligonucledtido individual o una mezcla
de ellos derivados de la secuencia de la regién eri
de Brucella descrita en la figura 2, que puedan
ser usados como iniciador en un proceso segun
las reivindicaciones 1 y 2.

4. Un método de diagnéstico molecular que
permite la diferenciacion entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 segin las
reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado ademas
por aplicarse a muestras biolégicas obtenidas de
animales o a cultivos bacterianos.

5. Un método de diagndstico molecular que
permite la diferenciacién entre cepas virulentas
de Brucella abortus y la cepa vacunal B19 segiin
la reivindicacién 1, que ademés se caracteriza
por realizarse por un proceso de hibridacién de
ADN usando como sonda molecular una regién
de cualquier tamano derivada de la region eri de
Brucella.

6. Un oligonucledtido individual o una mezcla
de ellos derivados de la regién eri de Brucella des-
crita en las figuras 1 y 2, que puedan ser utilizados
como sonda en un proceso segun las reivindicacio-
nes 1y 5.

7. Un método de diagndstico molecular que
permite la diferenciacion entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 segin las
reivindicaciones 1, 5 y 6, que ademds se caracte-
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riza por aplicarse a muestras biolégicas obtenidas
de animales o a cultivos bacterianos.

8. Un método de diagndstico molecular que
permite la deteccién e identificacién de bacterias
del género Brucella, caracterizado por estar ba-
sado en la secuencia de nucledtidos de la region
eri de Brucella.

9. Un método de diagndstico molecular que
permite la deteccién e identificacién de bacterias
del género Brucella, segtin la reivindicacién 8, que
se caracteriza ademds por realizarse por ampli-
ficacién de ADN genémico bacteriano por PCR
usando oligonucléotidos iniciadores derivados de
la secuencia de la region eri de Brucella descrita
en la figura 2.

10. Un oligonucledtido individual o una mez-
cla de ellos derivados de la secuencia de la region
eri de Brucella descrita en la figura 2, que puedan
ser utilizados como iniciador en un proceso segin
las reivindicaciones 8 y 9.

11. Un método de diagndstico molecular que
permite la deteccién e identificacién de bacterias
del género Brucella, segun las reivindicaciones 8 ,
9y 10, que se caracteriza ademas por aplicarse a
muestras biolégicas obtenidas de animales o per-
sonas o a cultivos bacterianos.

12. Un método de diagndstico molecular que
permite la deteccién e identificacién de bacterias
del género Brucella, segtin la reivindicacién 8, que
ademds se caracteriza por realizarse por un pro-
ceso de hibridacién de ADN usando como sonda
molecular una regiéon de cualquier tamano deri-
vada de la regién eri de Brucella.

13. Un oligonucledtido individual o una mez-
cla de ellos derivados de la region eri de Brucella
descrita en las figuras 1 y 2, que puedar. ser uti-
lizados como sonda en un proceso segun las rei-
vindicaciones 8 y 12.

14. Un método de diagndstico molecular que
permite la deteccion e identificacién de bacterias
del género Brucella, segun las reivindicaciones 8,
12 y 13, que ademas se caracteriza por apli-
carse a muestras biolégicas obtenidas de animales
o personas o a cultivos bacterianos.
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Figura 2 a

Secuencia completa de 2308

10 20 30 40 50 60 70 80 80 100
AAGCGAAGCC CGGATGCGGC GCGGGCGCAC CAATATGAAG AACTTTTCGT TGCCTATCGG GRAGCGCGGC TGGCTCTTGC GCCAGTCTGG GACAAACTCG
TTCGCTTCGG GCCTACGCCG CGCCCGCGTE GTTATACTTC TTGAAAAGCA ACGGATAGCC CTTCGCGCCG ACCGAGARCG CGGTCAGACC CTGTTTGAGC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
CTTCCGGCAA ATAAGGAAAC ATTGARATGG CTGAACCGGA AACCTGCGAC CTGTTTGTAA TTGGCGGCGE CATCAACGGT GCGGGCGTGG CCCGCGACGC
GAAGGCCGTT TATTCCTTTG TAACTTTACC GACTTGGCCT TTGGACGCTG GACAAACATT AACCGCCGCC GTAGTTGCCA CGCCCGCACC GGGCGCTGCG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 100
GGCCGGEGCGT GGCCTCAAGG TGGTGCTGGC AGAAAAGGAC GATCTGGCGC ARGGCACATC ATCGGCTTCC GGCAAGCTGG TGCATGGCGG TTTGCGCTAT
CCGGCCCGCG CCGGAGTTCC ACCACGACCE TCTTTTCCTG CTAGACCGCG TTCCGTGTAG TAGCCGAAGG CCGTTCGACC ACGTACCGCC ARACGCGATA

310 320 330 240 350 360 370 380 390 400
CTCGAATATT ATGAGTTCCG CCTTGTGCGC GAAGCGCTGA TCGAGCGCGA AGTGCTTTTG AATGCGGCAC CCCATATCAT CTGGCCGATG CGCTTCGTGC
GAGCTTATAA TACTCAAGGC GGAACACGCG CTTCGCGACT AGCTCGCGCT TCACGAAAAC TTACGCCGTG GGGTATAGTA GACCGGCTAC GCGARGCACG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TGCCGCACAG CCCGCAGATA CGCCCGGCCT GGCTGGTGCG GCTTGGCCTS TTTCTCTATG ACCATCTGGG CGGGCGCAAA ARACTTCCCG GCACGCGTAC
ACGGCGTGTC GGGCGTCTAT GCGGGCCGGA CCGACCACGC CGAACCGGAC RARGAGATAC TGGTAGACCC GCCCGCGTTT TTTGAAGGGT CGTGCGCATG

510 520 530 540 550 5690 570 580 590 600
GCTCGATCTG AAGCGCGACC CGGAAGGCAC GCCGATCCTC GACCAGTACA CCAAGGGTTT TGAATATICC GATTGCTGGG TGGACGATGC GCGCCTCGTG
CGAGCTAGAC TTCGCGCTGG GCCTTCCGTS CGGCTAGGAG CTGGTCATGT GGTTCCCARA ACTTATAAGG CTAACGACCC ACCTGCTACG CGCGGAGCAC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
GCGCTCAATG CGGTGGGTGC CCGCCGAAAR GGCTCGACCA TTCTCACCCG TACACCGGTC GTCTCCGCAC GCCGUGAAAR TGGCGGCTGG ATCGTGGAAA
CGCGAGTTAC GCCACCCACG GGCGGCTTTT CCGAGCTGGT AAGAGTGGGC ATGTGGCCAG CAGAGGCGTG CGGCGCTTTT ACCGCCGACC TAGCACCTTT

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800
CCAGAAACAG CGATACCGGC GAAACCCGCA COTTCCGCGS CCGCTGCATC GTCAATTGCG CCGGACCATG GGTCACGGAC GTCATCCACA ATGTCGCTGC
GGTCTTTCTC GCTATGGCCG CTTTIGGGCGT GGAAGGCGCG GGCGACGTAG CAGTTAACGC GECCTGGTAC CCAGTGCCTG CAGTAGGTGT TACAGCGACG

810 820 830 840 850 860 870 880 8390 900
CTCCACCTCG TCGCGCAATG TGCGCCTCGT CAMGGGCAGC CACATCATCG TTCCGARATT CTGGTCGGGC GCAAACGCCT ATCTCGTTCA GARCCACGAC
GAGGTGGAGC AGCGCGTTAC ACGCGGAGCA GTTCCCGTCG GTGTAGTAGC AAGGCTTTAA GACCAGCCCG CGTTTGCGGA TAGAGCAAGT CTTGGTGCTG

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
AAGCGCGTGA TCTTCATCAR TCCATATGAA GGTGACAAGG CGCTGATCGG CACCACCGAC ATTGCCTATG AAGGCCGGGC GGAAGACGTT GCGGCGGATG
TCGCGCACT AGAAGTAGTT AGGTATACTT CCACTGTTCC GCGACTAGCC GTGGTGGCTG TAACGGATAC TTCCGGCCCE CCTTCTGCAAR CGCCGCCTAC

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1030 1100
AGAAGGAAAT CGACTATCTC ATCACCGCGG TAAACCGCTA TTTCAAGGAA AAGCTCCGGC GCGAAGACGT GCTGCACTCC TTCTCCGGCG TGCGCCCGCT
TCTTCCTTTA GCTGATAGAG TAGTGGCGCC ATTTGGCGAT ARAAGTTCCTT TTCGAGGCCG CGCTTCTGCA CGACGTGAGG AAGAGGUCGC ACGCGGGCGA

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GTTTGACGAC GGCAAGGGCA ATCCTTCCGC CGTCACCCGC GATTACGTGT TCGATCTGGA CGAARCCGGC GGTGCACCGC TGCTCAACGT CTTTGGCGGC
CAAACTGCTG CCGTTCCCGT TAGGAAGGCG GCAGTGGGCG CTAATGCACA AGCTAGACCT CCTTTGGCCG CCACGTCGGCG ACGAGTTGCA GARACCGCCG

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
AAGATCACCA CCTTCCGCGA ACTGGCGGAG CGCGGGATGC ATCGGCTCAA GCACATTTIC CCGCARATGG GCGGCGACTG GACCCACGAC GCGCCGCTGC
TTCTAGTGGT GGAAGGCGCT TGACCGCCTC GCGCCCTACG TAGCCGAGTT CGTGTAARAG GGCGTTTACC CGCCGCTGAC CTGGGTGCTG CGCGGCGACG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
CCGGEGGCGA GATTGCCAAT GCCGATTATS AARACCTTCGC CAATACCTTA CGCGACACCT ATCCATGGAT GCCGCGCACA CTCGTTCATC ATTATGGACG
GGCCGCCGCT CTARCGGTTA CGGCTAATAC TTTGGAAGCG GTTATGGAAT GCGCTGTGGA TAGGTACCTA CGGCGCGTGT GAGCAAGTAG TAATACCTGC

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
GCTCTATGGT GCGCGCACAA AGGATGTGGT GGCTGGCGCG CAGAACCTCG AAGGGCTTGG CCGTCACTTC GGCGGCGATT TCCATGAGGC GGAAGTGCGC
CGAGATACCA CGCGCGTGTT TCCTACACCA CCGACCGCGC GTCTTGGAGC TTCCCGAACC GGCAGTGAAG CCGCCGCTAA AGGTACTCCG CCTTCACGCG

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
TATCTGGTGG CCAGAGAATG GGCAAAGACG GCAGAAGACA TTCTCTATCG CCGCACCAAG CATTACCTGC ATTTGACCGA AGCCGAACGC GCCGCTTTCG
ATAGACCACC GGTCTCTTAC CCGTTTCTGC CGTCTTCTGT AAGAGATAGC GGCGTGGTTC GTAATGGACG TARACTGGCT TCGGCTTGCG CGGCGARAGC

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1630 1700
TGGAATGGTT CGACAACGCC AATCTAGTTG CTTGAGGACG ATATGGCCCT GCAGCTTTCG CTCAACACCA ATCCGCTGGT CAACCGCTTT GCCGAGCCGG
ACCTTACCAA GCTGTTGCGG TTAGATCAAC GAACTCCTGC TATACCGGGA CGTCGAAAGC GAGTTGTGGT TAGGCGACCA GTTGGCGAAA CGGCTCGGCC

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
ACGACCTGAT CGARACGGTT GCCCGCGACC TGCGCCTGCG TGACCTCCAG CTTACCCATG AGTTTATCAA TCCAAGCTGG CAGGCCTCGA CCATCCGCCG
TGCTGGACTA GCTTTGCCAA CGGGCGCTGG ACGCGGACGC ACTGGAGGTC GAATGGGTAC TCAAARTAGTT AGGTTCGACC GTCCGGAGCT GGTAGGCGGC

1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1830 1900
CCTCACCCGC GACATGGACA GGGCCTTGCA GCGCACCGGT GTCCGCGTCA CCTCCGGCAT GACCGGCCCC TATGGCCGCC TCAACCATTT TGGCCATCCC
GGAGTGGGCG CTGTACCTGT CCCGGAACGT CGCGTGGCCA CAGGCGCAGT GGAGGCCGTA CTGGCCEGGG ATACCGGCGG AGTTGGTAAA ACCGGTAGGG

1310 1320 1930 1940 1950 1960 1370 1980 19830 2000
GACCGGGACG TGCGCCGCTA TTATGTGGAC TGGTTCAAGA CCTTTGCCGA TATTATCGCG GATCTTGGCG GCAAGTCCGT CGGTACGCAG TTTGCAATCT
CTGGCCCTGC ACGCGGCGAT AATACACCTG ACCAAGTTCT GGAARACGGCT ATAATAGCGC CTAGAACCGC CGTTCAGGCA GCCATGCGTC ARRCGTTAGA

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
TCACCTATAA GGATTTCGAT GATCCGGCGC GCCGCGAAGA ACTTATCAAG ATCGCCATCG ACTGCTGGGC CGAGGTGGCC GAACATGCGG CAGGTGCGGG
AGTGGATATT CCTAAAGCTA CTAGGCCGCG CGGCGCTTCT TGAATAGTTC TAGCGGTAGC TGACGACCCG GCTCCACCGG CTTGTACGC GTCCACGCCC

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
CCTCGACTAT GTGTTCTGGG AGCCGATGAG CATCGGGCGC GRATTTGGCG AGACGATTGC CGAATGCATG AAGCTTCAGG ATCGGCTCAC CGCCGCTAAC
GGAGCTGATA CACAAGACCC TCGGCTACTC GTAGCCCGCG CTTARACCGC TCTGCTARCG GCTTACGTAC TTCGAAGTCC TAGCCGAGTG GCGGCGATTG

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300
ATGGCGATCC CCATGTGGAT GATGGCCGAT ATCGACCATG GTGACGTGAC ATCCGCTAAC CCGGACGACT ACGATCCTTA CGCATGGGCC CGCACCGTGC
TACCGCTAGG GGTACACCTA CTACCGGCTA TAGCTGGTAC CACTGCACTG TAGGCGATTG GGCCTGCTGA TGCTAGGAAT GCGTACCCGG GCGTGGCACG
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2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
CGAAAGTCTC GCCCATCATC CATATCAAGC AAAGCCTGAT GGACAAGGGC GGGCATCGTC CTTTCACAGC CGCGTTCAAT GCCAAGGGCC GCATCCAGCC
GCTTTCAGAG CGGGTAGTAG GTATAGTTCG TTTCGGACTA CCTGTTCCCG CCCGTAGCAG GAAAGTGTCG GCGCAAGTTA CGGTTCCCGG CGTAGGTCGG

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480 2490 2500
GGAACCGCTT TTGAAAGCCT TTGCCGACGG C GCGGTGGAT AATGAAATCT GTCTTGAACT TTCGTTCAAG GAGCGCGAGC CGAACGACCG TGAAGTCATT
CCTTGGCGAA AACTTTCGGA ARCGGCTGCC GCGCCACCTA TTACTTTAGA CAGAACTTGA AAGCAAGTTC CTCGCGCTCG GCTTGCTGGC ACTTCAGTAA

2510 2520 2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 2600
CCACAGATTG CAGAAAGTGT GGCTTTCTGG GCGCCGCACA TTGACACCGG CGCTAAGGAC TTGAAGATAT AGGAAATTTC CAGAACCGGA CCGCGTTCAA
GGTGTCTAAC GTCTTTCACA CCGARAGACC CGCGGCGTGT AACTGTGGCC GCGATTCCTG AACTTCTATA TCCTTTAARG GTCTTGGCCT GGCGCAAGTT

2610 2620 2630 2640 2650 2660 2670 2680 2690 2700
TGGCAGATGC AGACGATTCT CTGGCGCTTC GCGCCGCCTG GCTTCATTTC GTCGCCGGCA TGACTCAGTC TGCCGTTGCC AAGCGCCTTG GCCTGCCTTC
ACCGTCTACG TCTGCTAAGA GACCGCGAAG CGCGGCGGAC CGAAGTAAAG CAGCGGCCGT ACTGAGTCAG ACGGCAACGG TTCGCGGAAC CGGACGGAAG

2710 2720 2730 2740 275C 2760 2770 2780 2790 2800
GGTGAAAGCG CATCGTCTCA TCGCCARGSC CGTTGCCGAC GGCGCGGTGA AAGTGACCAT CGACGGTGAC ATCACCGAAT GCATCGATCT GGAAAACCGT
CCACTTTCGC GTAGCAGAGT AGCGGTTCCG GCAACGGCTS CCGCGCCACT TTCACTGGTA GCTGCCACTG TAGTGGCTTA C GTAGCTAGA CCTTTTGGCA

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880 2890 2900
CTGGCCGATC TTTACGGCCT CGATTATTGC GAGGTCGCAC CCGATATTCG CGAGGAAGGC CTGCCGCTGA TGGCGCTTGG CCATGCGGGC GCGAATTTCA
GACCGGCTAG AAATGCCGGA GCTAATAACG CTCCAGCGTG GGCTATAACC GCTCCTTCCG GACGGCGACT ACC GCGAACC GGTACGCCCG CGCTTARAGT

2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990 3000
PGCGCCGCGA AATCGAACAT GGCGATCATG AGGTCATCGG CATCGGCCAT GGCCGCACAC TTTCGGCAGC GGTTGGTTAT ATGCCGCGTG TCATGGCCAA
ACGCGGCGCT TTAGCTTGTA CCGCTAGTAC TCCAGTAGCC GTAGCCGGTA CCGGCGTGTG ARAGCCGTCG CCRACCAATA TACGGCGCAC AGTACCGGTT

3010 3620 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100
PGATCTGCGT TTCGTCTCGC TTCTGGGCGG CCTCACGCGC AATTTTCCCG CCAACCCGCA TGACGTGATG CACCGCATCG CGGAARAAAC CGGAATGCCC
ACTAGACGCA AAGCAGAGCG AAGACCCGCC GGAGTGCGCG TTAAAACGGC GGTTGGGCGT ACTGCACTAC GTGGCGTAGC GCCTTTTITTG GCCTTACGGG

3110 3120 3130 3140 3150 3160
GCTTATGTGA TGCCGGTGCC CTTCTTACGC CAATACGGCG GAAGACCGCG AAGTGCTGCT GG
CGAARTACACT ACGGCCACGG GRAGAARTGCG GTTATGCCGC CTTCTGGCGC TTCACGACGA CC
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Figura 2 b.

Secuencia completa de B19

10 20 o 40 50 €0 70 80 90 100
AAGCGAAGCC CGGATGCGGC GCGGGCGCAC CAATATGAAG AACTTTTICGT TGCCTATCGG GARGCGCGEC TGECTCTTGC GCCAGTCTGE GACARACTCG
TTCGCTTCEE GCCTACGCCG CGCCCGCGTG GTTATACTTC TTGAAAAGCA ACGGATAGCC CTTCGCGCCG ACCGAGAACG CGGTCAGACC CTGTTTGAGC

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
CTTCCGGCAA ATAAGGAAAC ATTGAAATGG CTGAACCGGA AACCTGCGAC CTGTTTGTAA TIGGCGGCGG CATCAACGET GCGGGCGTGS CCCGCGACGC
GAAGGCCGTT TATTCCTTTG TAACTTTACC GACTTGGCCT TTGGACGCTG GACAAACATT AACCGCCGCC GTAGTTGCCA CGCCCGCACC GGGCGCTGCS

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
GGCCGGGCGE GGCCTCAAGG TGGTGCTGGC AGAARAGGAC GATCTGGCGC AAGGCACATC ATCGGCTTCC GGCAAGCTGE TGCATGGCGG TTTGCGCTAT
CCGGCCCGCE CCGGAGTTCC ACCACGACCG TCTTTTCCTG CTAGACCGCG PTCCGTGTAG TAGCCGAAGG CCGTTCGACC ACGTACCGCC ARACGCGATA

31a 3720 330 340 350 360 370 380 390 400
CTCGAATATT ATGAGTTCCG CCTTGTGCGC GAAGCGCTGA TCGAGCGCGA AGTGCTTTTG AATGCGGCAC CCCATATCAT CTGGCCGATG CGCTICGTGC
GAGCTTATAR TACTCAAGGC GGAACACGCG CTTCGCGACT AGCTCGCGCT TCACGAAAAC TTACGCCGTG GGGTATAGTA GACCGGCTAC GCGRAGCACG

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
TGCCGCACAG CCCGCAGATA CGCCCGGCCT GGCTCGTGCG GOTTGGCCTG TTTCTCTATG ACCATCTGGG CGGGCGCAAA ARACTTCCCG GCACGCGTAC
ACGGCCTGTC GGGCGTCTAT GCGGICCGGA CCGACCACGE CGAACCGGAC AAAGAGATAC TGGTAGACCC GCCCGCGTTT TTTGAAGGGC CGTGCGCATG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
GCTCGATCTG AAGCGCGACC CGGAAGGCAC GCCGATCCTC GACCAGTACA CCAAGGGTTT TGAATATTCC GATTGCTGGG TGGACGATGC GCGCCTCGTG
CGAGCTAGAC TTCGCGCTGG GCCTTCCGTG CGGCTAGGAG CTGGTCATGT GGTTCCCAAA ACTTATAAGG CTAACGACCC ACCTGCTACG CGCGGAGCAC

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
GCGCTCAATS CGGTGGGTGC CCGCCGAARA GGCTCGACCA TTCTCACCCG TACACCGGTC GTCTCCGCAC GCCGCGAARA TGGCGGCTGG ATCGTGGRAA
CGCGAGTTAC GCCACCCACG GGCGGCTTTT CCGAGCTGET AAGAGTGGGC ATGTGGCCAG CAGAGGCGTG CGGCGCTTTT ACCGCCGACT TAGCACCTTT

710 720 730 740 750 760 770 780 790 200
CCAGAAACAG CGATACCGGC GAAACCCGCA CCTTCCGCGC CCGCTGCATC GTCAATIGCG CCGGACCATG GGTCACGGAC GTCATCCACA ATGTCGCTGC
GGTCTTTGTC GCTATGGCCG CTTTGGGCGT GGAAGGCGCG GGCGACGTAG CAGTTAACGT GGCCTGGTAC CCAGTGCCTG CAGTAGSTGT TACAGCGACG

810 820 830 840 8s0 860 870 880 820 so0
CTCCACCTCG TCGCGCAATG TGCGCCTCGT CAAGGGCAGC CACATCATCG TTCCGAAATT CTGGTCGGGC GCAAACGCCT ATCTCGTTCA GAACCACGAC
GAGGTGGAGC AGCGCGTTAC ACGCGGAGCA GTTCCCGTCG GTGTAGTAGC ARGGCTTTAA GACCAGCCCG CGTTTGCGGA TAGAGCAAGT CTTGGTGCTG

s10 920 930 940 950 960 870 980 990 1000
AAGCGCGTGA TCTTCATCAA TCCATATGAA GGTGACAAGG CGCTGATCGG CACCACCGAC ATTGCCTATG AAGGCCGGGC GGAAGACGTT GCGGCGGATG
TTCGCGCACT AGAAGTAGTT AGGTATACTT CCACTGTTCC GCGACTAGCC GTGGTGGCTG TARCGGATAC TTCCGGCCCG CCTTCTGCAA CGCCGCCTAC

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100
AGAAGGAAAT CGACTATCTC ATCACCGCGG TAAACCGCTA TTTCARGGAA AAGCTCCGGC GCGAAGACGT GCTGTACTCC TTCTCCGGCG TGCGCCCGCT
TCTTCCTTTA GCTGATAGAG TAGTGGCGCC ATTTGGCGAT AAAGTTCCTT TTCGAGGCCG CGCTTCTGCA CGACGTGAGG AAGAGGCCGC ACGCGGGCGA

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
GTTTGACGAC GGCAAGGGCA ATCCTTCCGC CGTCACCCGC GATTACGTGT TCGATCTGGA CGAAACCGGC GGTGCACCGC TGCTCAACGT CTTTGGCGGC
CAAACTGCTG CCGTTCCCGT TAGGAAGGCE GCAGTGEGCG CTAATGCACA AGCTAGACCT GCTTTGGCCG C CACGTGGCG ACGAGTTGCA GAAACCGCCG

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
AAGATCACCA CCTTCCGCGA ACTGGCGGAG CGCGGGATGC ATCGGCTCAA GCACATTITTC CCGCARATGG GCGGCGACTG GACCCACGAC GCGCCGCTGC
TTCTAGTGGT GGAAGGCGCT TGACCGCCTC GCGCCCTACG TAGCCGAGTT CGTGTARAAG GGCGTTTACC CGCCGCTGAC CTGGGTGCTG CGCGGCGACG

1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 13BO 1390 l400
CCGGCGGCGA GATTGCCAAT GCCGATTATG AAACCTTCGC CAATACCTTA CGCGACACCT ATCCATGGAT GCCGCGCACA CTCGTTCATC ATTATGGACG
GGCCGCCGET CTAACGGTTA CGGCTAATAC TTTGGARGCG GTTATGGAAT GCGCTGTGGA TAGGTACCTA CGGCGCGTGT GAGCAAGTAG TAATACCTGC

l410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500
GCTCTATGGT GCGCGCACAA AGGATGTGGT GGCTGECGCE CAGAACCTCG AAGGGCTTGG CCGTCACTTC GGCGGCGATT TCCATGAGGC GGAAGTGCGC
CGAGATACCA CGCGCGTGTT TCCTACACCA CCGACCGCGC GTCTTGGAGC TTCCCGAACC GGCAGTGAAG CCGCCGCTAA AGGTACTCCG CCTTCACGCG

1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
TATCTGGTGG CCAGAGAATG GGCAAAGACG GCAGAAGACA TTCTCTATCG CCGCACCAAG CATTACCTGC ATTTGACCGA AGCCGAACGC GCCGCTTTCG
ATAGACCACC GGTCTCTTAC CCGTTTCTGC CGTCTTCTGT ARGAGATAGC GGCGTGGTTC GTAATGGACG TAARCTGGCT TCGGCTTGCG CGGCGAAAGC

1610 1620 1630 1640 165C 1660 1670 1680 1690 1700
TGGAATGGTT CGACAACGCC AATCTAGTTG CTTGAGGACG ATATGGCCCT GCAGCTTTCG CTCARCACCA ATCCGCTGGT CAACCGCTTT GCCGAGCCGG
ACCTTACCAA GCTGTTGCGG TTAGATCAAC GAACTCCTGC TATACCGGGA CGTCGAAAGC GAGTTGTGGT TAGGCGACCA GTTGGCGARA CGGCTCGGCC

1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800
ACGACCTGAT CGAAACGCTT GCCCGCGACC TGCGCCTGCG TGACCTCCAG CTTACCCATG AGTTTATCAA TCCAAGCTGG CAGGCCTCGA CCATCCGCCG
TGCTGGACTA GCTTTGCCAA CGGGCGCTGG ACGCGGACGC ACTGGAGGTC GAATGGGTAC TCARATAGTT AGGTTCGACC GTCCGGAGCT GGTAGGCGGC

1810 1820 1830 1840 1850 18F0 1870 1880 1850 1900
COTCACCCGC GACATGGACA GGGCCTTGCA GCGCACCGGT GTCCGCGTCA CCTCCGGCAT GACCGGCCCC TATGGCCGCT TCAACCATTT TGGCCATCCC
GGAGTGGGCG CTGTACCTGT CCCGGAACGT CGCGTGGCCA CAGGUGCAGT GGAGGCCGTA CTGGCCGGGG ATACCGGCGG AGTTGGTARR ACCGGTAGGG

1910 1920 1930 1940 1850 1360 1970 1980 1930 2000
GACCGGGACG TGCGCCGCTA TTATGTGGAC TGGTTCAAGA CCTTIGCCGA TATTATCGCG GATCTTGGCG GCAAGTCCGT CGGTACGCAG TTTGCAATCT
CTGGCCCTGE ACGCGGCGAT AATACACCTG ACCARGTTCT GGAAACGGCT ATAATAGCGT CTAGAACCGC CGTTCAGGCA GCCATGCGTC ARACGTTAGA

2010 2020 2030 2040 2050 20690 2070 2080 2090 2100
TCACCTATAA GGATTTCGAT GATCCGGCGC GCCGCGAAGA ACTTATCAAG ATCCCCATCG ACTSCTGGGC CGAGGTGGCC GAACATGCGG CAGGTGCGSG
AGTGGATATT CCTAAAGCTA CTAGGCCGCG CGGCGCTTCT TGAATAGTTC TAGCGGTAGC TGACGACCCG GCTCCACCGG CTTGTACGCC GTCCACGCCC

2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200
CCTCGACTAT GTGTTCTGGG AGCCGATGAG CATCGGGCGC GAATTTGGCG AGGAAGGCCT GCCGCTGATG GCGCTTGGC CATGCGGGCG CGAATTTCATG
GGAGCTGATA CACAAGACCC TCGGCTACTC GTAGCCCGCG CTTARACCGC TCCTTCCGGA CGGCGACTAC CGCGAACCG GTACGCCCGC GCTTARAGTAC
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2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300
CGCCGCGAAATCGAACATGGCGATCATGAGGTCATCGGCATCGGCCATGGCCGCACACTTTCGGCAGCGGTTGGTTATATGCCGCGTGTCATGGCCAATG
GCGGCGCTTTAGCTTGTACCGCTAGTACTCCAGTAGCCGTAGCCGGTACCGGCGTGTGAAAGCCGTCGCCAACCAATATACGGCGCACAGTACCGGTTAC

2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2380 2400
ATCTGCGTTTCGTCTCGCTTCTGGGCGGCCICACGCGCAATTTTGCCGCCAACCCGCATGACGTGATGCACCGCATCGCGGAAAAAACCGGAATGCCCGC
TAGACGCAAAGCAGAGCGAAGACCCGCCGGAGTGCGCGTTAAAACGGCGGTTGGGCGTACTGCACTACGTGGCGTAGCGCCTTTTTTGGCCTTACGGGCG

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TTATGTGATG CCGGTGCCCT TCTTACGCCA ATACGGCGGA AGACCGCGAA GTGCTGCTGG
AATACACTAC GGCCACGGGA AGAATGCGGT TATGCCGCCT TCTGGCGCTT CACGACGACC
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