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1.� Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) :  

1.1.�Généralités sur les E. coli pathogènes intestinaux 
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3.2.�Synthèse du NO par les cellules eucaryotes 
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3.3.�Principales fonctions physiologiques du NO 
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3.4.�La réponse bactérienne au NO 
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4.2.�Le contrôle de la concentration intracellulaire en di-GMPc 
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PdeA1 480  QGMLQLHYQPQVRTHTLELSGVEALSRWHHPHLGNIFPSRFIAVAEETGQIEAIGRWSLL
VieA 148  HDHIFNYYQPQFDFRSGAMVGVEALVRYEHPTHGMLSPAVFLPLIEQCGLHEKLFLTVLE
VmpA 299  SGEFSVHYQPVCDTTTKACLGVEALMRWQREDGKNISPVVFIRAAEEENLIIPLTKHLFE

**            * *     *              *              

PdeA1 540  EACRQIVKWDRDGVHVPTVAVNLSAVHFRNRALPEHIAALLKDHNLKPARLTVEITESVM
VieA 208  KSVSALASIGAD----LQLSVNISQRNLQHS-ICDPILAICERYGFPASKLTLEMTEHEV
VmpA 359  LIIQDVQSWKVKKP--FHLGINIAAEHLAHPDFVADVLHIKNAISDKFN-IVLEITERNL

*                               *  *   

PdeA1 600  MDNSRDTEEVLQSIRNIGCGLSMDDFGTGYSSLSRLTRLPLTEIKIDRSFINDFEYDTNA
VieA 263  YNGTPTSLANLARLRMYGVGLSIDDFGTGYASLGQLAQLPFTELKIDRSFVHDLATNYKH
VmpA 416  VEDTDHALQKINELRSHGCEFAVDDFGTGYCSLGLLQKLSVDYLKIDKSFIDTLTTAEDE

******      *        *               

PdeA1 660  QAVTMAVIGIGSRLGMTVVTEGVETEQQRDLLEKLNCDVMQGYLFAKPLAPQDLEAWVRR
VieA 323  QQLTNMCLLLAQSLGLHCVVEGVENEETWQYLRQLGVDTCQGYYAAKPMPIAQLSELYTK
VmpA 476  TPVLDIIIKLSNRLNLITIAEGVSTSHQAEYLIHNNVTLVQGYLYAKPMKATEFYQWYVN

** *                **     *            
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a  b  s  t r a  c  t

Enterohemorrhagic  Escherichia  coli (EHEC)  O157:H7  is  a foodborne pathogen  that  resists

the  acidic  gastric  environment,  colonizes  the  gut epithelium,  and causes  hemorrhagic  colitis

and  hemolytic–uremic  syndrome, especially  in  children.  The genomic  island OI-47  of E. coli

O157:H7  contains  a gene, z1528, encoding  an EAL-domain  protein potentially  involved in

c-di-GMP  hydrolysis that  is absent in  non-pathogenic  E. coli.  This  gene,  designated  vmpA, is

co-transcribed  with ycdT,  which is  present  in  non pathogenic  E. coli and  encodes  a  diguany-

late  cyclase involved  in c-di-GMP synthesis. To  test for vmpA  function,  we  constructed

a  vmpA  knockout mutant.  We also overexpressed vmpA, purified the  VmpA  protein and

assayed  for  its activity in vitro. We  found that  VmpA  possesses  c-di-GMP phosphodiesterase

activity  and that  the  vmpA  mutation results  in  increased biofilm formation,  and  reduced

swimming  motility, which  is  consistent with the  function determined  in vitro.  Unexpect-

edly,  suppressor  mutations  arise frequently in  the  vmpA background suggesting  that  VmpA

plays  an  important regulatory  role in E. coli O157:H7.  These findings represent an exam-

ple  of  remarkable flexibility  in the  organization  of c-di-GMP signaling pathways  in closely

related  species.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), particularly

the O157:H7 serotype, is a foodborne pathogen that

∗ Corresponding author at: INRA Clermont-Ferrand-Theix, Unité de

Microbiologie, 63122 St-Genes-Champanelle, France.

Tel.:  +33 0 4 73 62 42 47; fax: +33 0  4 73 62 45  81.

E-mail address: cmartin@clermont.inra.fr (C. Martin).
1 Present address: Laboratoire Adaptation et Pathogénie des Microor-

ganismes, Université J. Fourier Grenoble 1  - CNRS,UMR5163, Institut Jean

Roget,  F-38041 Grenoble, France.

causes diseases in humans ranging from mild diarrhea to

life-threatening complications such as hemolytic–uremic

syndrome (Paton and Paton, 1998). The main reservoir of

EHEC  strains is healthy ruminants (Caprioli et al., 2005).

Outbreaks have been associated with exposure to the farm

environment, and with the consumption of undercooked

meat, raw milk and dairy products, water, and fruits or veg-

etables contaminated with ruminant manure (Cieslak et  al.,

1993;  O’Brien et al., 2001; Yatsuyanagi et al., 2002).

Cyclic dimeric GMP  (c-di-GMP) is a cytoplasmic second

messenger involved in regulation of  various cellular func-

tions  including biofilm formation, motility and virulence,

0165-2427/$ – see front matter ©  2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetimm.2012.09.029
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in response to environmental factors (reviewed in Tamayo

et  al., 2007; Hengge, 2009). Intracellular concentration

of c-di-GMP is controlled by the opposite activities

of diguanylate cyclases (DGCs) and phosphodiesterases

(PDEs) that synthesize and degrade c-di-GMP, respectively.

Protein domains associated with DGC and PDE activi-

ties have been designated GGDEF and EAL, based on the

conserved amino acid motifs present in these domains.

Yet another protein domain, HD-GYP, also possesses c-

di-GMP PDE activity (Ryan et al., 2006). While c-di-GMP

has been shown to regulate virulence in various bacte-

rial species including Vibrio cholerae, Salmonella enterica

Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia pestis, Bor-

relia  burgdorferi, Brucella melitensis and others (Tischler

et al., 2002; Tischler and Camilli, 2004, 2005; Hisert et al.,

2005; Kulasakara et  al., 2006; Bobrov et al., 2011; He et al.,

2011;  Petersen et  al., 2011), surprisingly few studies have

explored the role of  c-di-GMP in E. coli pathogenesis. Claret

et  al. (2007) showed that in the Crohn disease-associated

adherent-invasive E. coli, c-di-GMP signaling pathways

affect the fine tuning of flagellar and type-1 pili synthesis.

Sjostrom et al. (2008) showed that in a newborn meningitis

E. coli isolate, a putative PDE-encoding gene is present in

the  main S fimbrial operon. In non-pathogenic E.  coli, c-di-

GMP  signaling has been shown to  play a role in  synthesis of

curli,  an important pathogenesis factor (Weber et al., 2006;

Pesavento et al., 2008), however the role of c-di-GMP in

curli synthesis in pathogenic E. coli has not been elucidated.

The molecular mechanisms of  c-di-GMP involvement in all

of  these processes remain unknown.

It has been generally accepted that reduced intracellu-

lar c-di-GMP levels are associated with increased motility,

reduced biofilm formation and increased virulence in acute

infections. We  found that gene z1528, hereby designated

vmpA gene, from the most virulent EHEC serotype O157:H7

predicted to encode an EAL domain PDE is absent in non-

pathogenic E. coli. In this study, we  explored vmpA function

and  its involvement in biology of O157:H7.

2. Material and methods

2.1.  Bacterial strains and genetic manipulations

E. coli O157:H7 strain EDL933 was used throughout

the study. Mutant strains and plasmids are described in

Table 1. E.  coli strains screened for the presence of vmpA are

listed  in Table 2 and were previously described (Girardeau

et al., 2005). In-frame substitution of the  vmpA gene by

a  gene conferring resistance to  chloramphenicol in E.  coli

EDL933 was  done by using the one-step PCR-based method

of  Datsenko and Wanner (2000). Trans-complementation

of the mutant strain was done by cloning the coding

sequence of  vmpA under the Para promoter in pBAD30, a

low  copy vector, generating p(vmpA). Induction of vmpA

expression was achieved with 0.5  mM arabinose. For cis-

complementation, the vmpA coding sequence flanked by

1.1  kb upstream to the  start codon was PCR amplified using

high  fidelity Pfx DNA polymerase (Invitrogen, Saint-Aubin,

France) adding the BamHI restriction sites at the  5′- and

3′-end, and inserted in the suicide vector pKO3 (Link et al.,

1997). The insert in  the recombinant plasmid was entirely

sequenced to check that no mutation was introduced dur-

ing  PCR. Then the gene encoding kanamycin resistance

was cloned downstream to vmpA into the SmaI site of

the recombinant pKO3::vmpA plasmid. The vmpA-kan

DNA fragment flanked by 1 kb upstream and 1 kb down-

stream sequences was  PCR amplified using high fidelity

Pfx polymerase, treated with DpnI to eliminate the plas-

mid  DNA, and used to replace the vmpA::Cam mutation

of the vmpA mutant by the one step PCR method. Allelic

Table 1
EHEC  strains, plasmids and  oligonucleotides used in this study.

Strains and plasmids Relevant characteristics Reference

Strains

EDL933 Wild type EHEC O157:H7 O’Brien et al. (1983)

�vmpA  EDL933 �vmpA Camr This work

�vmpA::vmpA �vmpA cis complementation Camr Kanr This work

Plasmids

pBAD30  Low copy Para Ampr Guzman et al.  (1995)

pvmpA  pBAD30::vmpA This work

pKO3  Link et al.  (1997)

pKO3::vmpA::Kan  This work

Oligonucleotides use Sequence(5′ → 3′)a

RT-PCR 1 TATTGGCGCTGTTGTGACTC This work

RT-PCR 2 CCCAGGTGTCGTTGACTTTT This work

RT-PCR 3 TATTGGCGCTGTTGTGACTC This work

RT-PCR 4 CAGTAACACCCCCAGAATGC This work

RT-PCR 5 CCGGAGAATTTTCTGTGCAT This work

RT-PCR 6 GCGTTCGGTAATCTCAAGGA This work

vmpA in situ hybridization CGACTGGCTGATAACGCACT (F) This work

TCTCTACAGGCAGGACACCA (R) This work

vmpA mRNA quantification CGATGTTTACGGTACGAGCT (F) This work

GGCATAAGGAACACTATGGC (R) This work

rpoA mRNA quantification GGTGAGAGTTCAGGGCAAAG (F)  This work

ACCGCGCTGAACTTTGATAC (R) This work

a F: forward primer; R: reverse primer.
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Table  2
Distribution of the vmpA gene among Shiga-toxin producing E. coli strains.

Seropathotypea Serotypea LEEa Phylogenetic groupa z1528b

A O157:H7 + D 9/9

B  O103:H2, O111:H−, O111:H2, O26:H11, O26:H+ + B1 0/11

C  O98:H−, O84:H−, O49:H−, O+:H−, O157: H26, O5:H−, O49:H−, OR:H25 + B1 0/9

C O+:H−,  O+:H2, O112AC:H+, O128AB:H2, O113:H21 − B1 0/7

C O105:H18 − D 0/1

D O127:H+  + A 0/1

D  O110, O113:H+, O113:H4 − A 0/3

D  OR:H−, O150:H−, O76:H19 + B1 0/3

D  O+:H21, O141:H−, O+:H8, O112AC:H19, O116:H21, O117:H7, O120:H+ − B1 0/7

E O113,  O140:H32, O109:H−, O136:H12, O+:H27, O113:H−, O136 − A 0/7

E OX177:H−,  Ont:H38 + B1 0/2

E  O+:H42, O+:K84:H19, O102:H21, O103:H14, O116:H28, O117 − B1 0/5

E O130:H43,  O132:H18, O1:H18, O1:H20 − D 2/4

a Strains from our collection were previously described (Girardeau et al., 2005).
b Numbers indicate the  proportion of  strains harboring vmpA as revealed by colony hybridization with a  probe corresponding to the  whole vmpA open

reading  frame.

exchange was selected at 42 ◦C on selective plates con-

taining 50 �g/ml kanamycin. The resulting colonies were

checked for chloramphenicol sensitivity. DNA recombina-

tion re-introduced the wild-type vmpA allele in  its normal

chromosomal context downstream of  the ycdT gene, fol-

lowed  by the kanamycin resistance gene, generating the

cis-complemented mutant �vmpA::vmpA. The construc-

tion  was checked by PCR using primers in ycdT, vmpA and

kan.  Growth curves in LB medium are similar for the wild-

type,  the vmpA mutant, the cis-and trans-complemented

mutants, and the wild-type strain over-expressing vmpA.

2.2.  Reverse-transcriptase PCR

Total RNA was isolated using TRIzol (Molecular

Research Center, Cincinnati, USA). cDNA was amplified by

PCR  using the primer pairs described in Table 1.  Genomic

DNA and RNA were used as positive and negative control,

respectively.

2.3. Colony hybridization

Colony  hybridizations were performed as described

by Sambrook and Russell (2001). The vmpA probe was

obtained by PCR using PCR DIG labeling mix  (Roche,

Boulogne-Billancourt, France) and primers described in

Table  1. Hybridization and detection were performed using

the  DIG detection starter kit II (Roche) following the  man-

ufacturer’s instructions.

2.4.  Determination of intracellular c-di-GMP levels

c-di-GMP was quantified according to the method

developed by  Waters et  al. (2008). Bacteria were grown

in  LB medium to an A600 of 0.4. After cell lysis, super-

natants were collected and analyzed by  using liquid

chromatography-tandem mass spectrometry on a Finni-

gan TSQ Quantum DiscoveryMax on a Quattro-Micro triple

quadrupole mass spectrometer (Waters Corporation, Mil-

ford,  USA), coupled with an  Alliance HPLC system (Waters

Corporation, Milford, USA). Masslynx software from

Waters was used for instrument control, data acquisition

and  data processing. Purified c-di-GMP (BIOLOG, Bremen,

Germany) was  used to generate the standard curve. Data

are  given as the c-di-GMP concentration in ng per ml per

unit of  optical density at 600  nm and are the mean of three

independent experiments. Each sample was  quantified in

duplicate  and showed less than 10% variation between

duplicates.

2.5. VmpA purification and PDE activity measurements

The vmpA gene was  PCR-amplified from the  genomic

DNA of strain O157:H7 and cloned into vector pET-23a

(EMD Biosciences, San Diego, CA). The plasmid was trans-

ferred into BL21(DE3) for overexpression of the VmpA-His6

fusion. The mid-exponential phase grown cells (A600 0.6)

were induced with 0.4 mM IPTG for 4  h  at 20 ◦C. The cells

were collected by centrifugation. The cell pellet was  resus-

pended in the following buffer (300 mM NaCl, 50  mM

NaH2PO4,  pH 7.4, 10 mM imidazole, 5% glycerol) and passed

through a French pressure mini-cell (Spectronic Instru-

ments, Rochester, NY). The protein was loaded onto the

Cobalt resin (Thermo Scientific, Rockford, IL) and purified

according to the manufacturer’s protocol. The purified pro-

tein  was dialyzed overnight using Slide-A-Lyzer dialysis

cassettes (Thermo Scientific, Rockford, IL) and tested for

PDE  activity.

In  vitro PDE assay was performed according to a pre-

viously reported method with 0.08 �M VmpA protein in a

final  volume of  100 �l of reaction buffer (50 mM Tris–HCl,

pH 9.35, 5 mM MgCl2, 0.5 mM EDTA, 50  mM NaCl, 100 �M

c-di-GMP) (Schmidt et  al., 2005). The reaction was  allowed

to  proceed at 37 ◦C  for various time periods and was

stopped by addition of CaCl2 (final concentration, 10  mM).

The sample was immediately boiled for 5 min  and subse-

quently centrifuged. The supernatant was passed through a

0.22  �M filter and using reversed-phase high performance

liquid chromatography (HPLC) (Schmidt et al., 2005).

2.6. Quantitative RT-PCR

cDNA  templates were obtained from 1 �g  of  total

RNA using random primers (Invitrogen) and SuperScriptII
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Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to the man-

ufacturer’s instructions. Absolute copy numbers of  vmpA

mRNA were quantified by quantitative real-time PCR

(qPCR) using SYBR-green on an Eppendorf Mastercycler®

ep realplex (Eppendorf, Le Pecq, France) with two primers

pairs matching vmpA and rpoA (Table 1) as a reference gene

for  normalization. Standard curves were generated for

each gene by amplifying genomic DNA from EDL933 strain

with  gene-specific primers. Then cDNA were amplified in

the  same conditions as for the standards curves. Levels of

gene-specific mRNA were quantified by noting the fluores-

cence  crossing point of  the samples on the corresponding

standard curve, and the results are presented as the ratios

between the copy number of mRNA of  the genes of  interest

and the copy number of  rpoA mRNA.

2.7. Biofilm and motility assays

Three �l of bacterial overnight cultures grown in LB

medium at 37 ◦C without shaking were inoculated directly

into  LB agar (0.3% agar), incubated for 8 h at 37 ◦C and the

diameter of the diffuse growth zone was measured. Static

biofilms assays were performed as described by Mendez-

Ortiz et al. (2006), except that the wells contained DMEM

low glucose medium (1 g l−1 glucose) and were incubated

at 30 ◦C for 24 h. After crystal violet staining, the wells were

washed three times with distilled water, crystal violet was

solubilized from biofilms by adding 200 �l of  50% ethanol

and the absorbance read at 595 nm on a microplate reader

(�Quant, Bio-tek Instruments, Colmar, France, Inc.). Read-

ings from 7 to 10 wells per strain were used to calculate

the average and standard error. Seven wells were not inoc-

ulated to use as negative controls.

2.8. Statistical analysis

Student’s  t test was used to determine significant differ-

ences between two treatment groups. A P value ≤ 0.05 was

considered significant.

3.  Results

3.1. The EDL933 genome encodes an EAL domain protein,

unique to the most virulent EHEC strains

The COG database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/)

was  used to search for genes encoding proteins with EAL

and  GGDEF domains in the genome of the  E. coli O157:H7

strain EDL933 (Table 3).  A total of 28 genes were identi-

fied, 9 encoding proteins with an EAL domain, 12 encoding

proteins with a GGDEF domain, and 7  whose products har-

bor  both EAL and GGDEF domains. As compared with the

non-pathogenic E. coli MG1655 genome, two genes encod-

ing EAL proteins, ycgF and ycgG, are absent from the E. coli

EDL933 genome. ycgF encodes an enzymatically inactive

EAL domain protein that functions as  a blue-light depend-

ent anti-transcription factor (Tschowri et al., 2009). ycgG

also encodes an EAL domain protein that likely is enzymat-

ically active but the gene is not expressed in LB  medium

(Sommerfeldt et al., 2009). One EAL domain encoding gene,

z1528,  hereby designated vmpA, was present in the genome

Table 3
E.  coli MG1655 and EDL933 genes that encode proteins with GGDEF and/or

EAL  domains.

Gene Orthologuesa Identityb (%) Domainc

MG1655 EDL933 GGDEF EAL

dos b1489 z2220 99 x  x

rtn b2176 z3435 99.4 x

yahA b0315 z0403 93.1 x

yaiC b0385 z0481 99.7 x

ycdT  b1025 z1527 98.7 x

ycgF b1163 – N.A. x

ycgG b1168 – N.A. x

yciR b1285 z2516 98.9 x  x

ydaM b1341 z2421 99.3 x

yddV b1490 z2219 100 x

ydeH b1535 z2163 98.6 x

ydiV b1707 z2736 99.2 x

yeaI b1785 z2825 100 x

yeaJ b1786 z2826 99.6d x

yeaP b1794  z2836 98.9 x

yedQ b1956 z3047 99.1 x

yegE b2067 z3235 99 x  x

yfeA b2395 z3660 99.6 x x

yfgF b2503 z3766 99.3 x  x

yfiN b2604 z3898  99 x

yhdA  b3252 z4611 99.5 x  x

yhjH b3525 z4939 99.6 x

yhjK b3529 z4943 99.1 x  x

yjcC b4061 z5660 98.1 x*

ylaB b0457 z0569  98.8 x*

yliE b0833 z1057 99.4 x

yliF b0834 z1058 99.8 x

yneF b1522 z2182 99.7 x

yoaD b1815 z2858 98.9 x

z1528 – z1528 N.A. x

a Pairs of  orthologues are defined as genes which are “mutual best

hits” in  a  reciprocal BLASTP search of both genomes, which encode

proteins with an amino acid identity of at least 80%, and for which

the aligned portion covers at least 90% of the shorter sequence

(http://colibase.bham.ac.uk/).
b N.A.: not applicable.
c GGDEF domain refers to COG2199. EAL domain refers to COG2200

which is  marked as x in  the table and to COG4943 which is marked x*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).
d z2826 encodes a truncated protein which lacks the first 180 amino

acids of the b1786 encoded protein.

of EDL933 but  not in  the genome of MG1655 (Shen et al.,

2005).

vmpA encodes a protein of 536 amino acids. This protein

contains the residues identified by Barends et al. (2009)

to be involved in c-di-GMP binding and coordination of

Mg2+ ions required for catalysis. Clustal W alignment of

VmpA with the enzymatically active EAL domains (Schmidt

et al., 2005) from PDEs PdeA1 from Gluconacetobacter xyli-

nus  (Tal et  al., 1998) and VieA from Vibrio cholerae (Tamayo

et al., 2005) revealed that the vmpA-encoded protein pos-

sesses 21 out of the 23 conserved residues found in all

enzymatically active EAL domains (Schmidt et al., 2005)

(Fig. 1).  While no other putative domain could be identi-

fied in the VmpA protein, analysis of its sequence using

the Phobius web server (Kall et  al., 2007) identified three

putative transmembrane helices in the N-terminal part

(residue 12–28; 40–60; 253–279), suggesting that VmpA

is  membrane-associated. A search for identical proteins

(>95% identity) using BLASTP revealed identical proteins

(>95% identity) in various EHEC E. coli  O157:H7 and EPEC
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Fig. 1. Clustal W alignment of the VmpA C-terminus with two enzymatically active EAL domains. Residues identical in  >80% of the 11 active EAL domains

referenced  by Schmidt et al. (2005) are indicated by a black background. Residues conserved in 100% of  the active EAL domains are indicated by  asterisks.

Similar  residues present in 100% of the active EAL domains are indicated by a  gray background.

O55:H7 strains as well as in some Shigella flexneri strains.

VmpA homologues with lesser identity (similarity > 60%)

are  also present in various Salmonella, Enterobacter, and

Klebsiella strains.

In  order to determine whether vmpA orthologues are

present in other Shiga toxin-producing E.  coli  (STEC) strains,

69  strains belonging to our STEC collection (Girardeau et al.,

2005)  were tested by colony hybridization (Table 2). All

the  O157:H7 strains, which constitute the most virulent

seropathotype A defined by Karmali et al. (2003), and only

2  non-O157 strains (O130:H43 and O132:H18) among 60

showed positive signal for vmpA.

Fig. 2. Genomic location of vmpA. (A) Comparison of MG1655 and EDL933 genomes showing OI-47 and OI-48. Stripped boxes indicate orthologues. (B)

RT-PCR  analysis showing that ycdT and vmpA are co-transcribed. gDNA: positive control: PCR are performed on genomic DNA. mRNA: negative control:

PCR  are performed on mRNA. Numbers indicate the primers used for the PCR.
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3.2. vmpA belongs to the fimbria-encoding genomic

island OI-47

In  the EDL933 genome, vmpA is the first gene of the

fimbria-encoding genomic island OI-47 (Shen et al., 2005).

OI-47 is located at bp 1420969–1452695 in the EDL933

genome and has a size of  31,727 bp. It contains 28 ORFs,

including grvA involved in regulation of LEE gene expres-

sion (Perna et al., 2001; Tobe et  al., 2005), flanked by E.  coli

K-12 genes ycdT upstream and ymdE downstream (Fig. 2A).

To  determine whether ycdT and vmpA, which are sep-

arated by only 98 bp,  are co-transcribed, we sought to

detect a transcript encompassing both genes using reverse

transcriptase-PCR (RT-PCR). Fig. 2B  shows that the cDNA

can be amplified using a forward ycdT and a reverse vmpA

primers (primers 3  and 4, respectively). This transcript is

indicative of the polycistronic ycdT-vmpA mRNA, which

suggests that ycdT and vmpA are organized in an operon.

3.3.  VmpA possesses c-di-GMP PDE activity

Overexpression of ycdT encoding a protein with a

GGDEF domain increases intracellular c-di-GMP levels,

which indicates that this protein possesses diguanylate

cyclase activity (Jonas et  al., 2008). Fig. 3A shows that vmpA

was overexpressed from p(vmpA) by ∼7-fold compared

to the wild-type levels. vmpA overexpression resulted in

lower  intracellular c-di-GMP levels compared to the wild

type (Fig. 3B). This indicated that VmpA probably possess

PDE activity. In vitro experiments confirmed that the EAL

domain  of VmpA possess a c-di-GMP-dependent PDE activ-

ity  (Fig. 3C).

3.4.  vmpA disruption affects biofilm formation and

motility

Because c-di-GMP is known to modulate swimming

motility and biofilm formation in various bacterial species

(Romling and Amikam, 2006), the impact of vmpA inactiva-

tion  on these two  phenotypes was further examined. We

first  verified that vmpA inactivation was not polar by mea-

suring the level of mRNA of z1530, the gene downstream of

vmpA  (data not shown). vmpA mRNAs were not detected in

the  vmpA mutant (Fig. 3A). We observed no growth defects

in the vmpA mutant compared to the wild type (data not

shown).

As shown in Fig. 4, inactivation of vmpA resulted in a

significant decrease in the swimming zone in the semi-

solid agar and a significant increase in biofilm formation

in DMEM medium.

In  order to confirm that alteration of  these pheno-

types was due to inactivation of  vmpA, we complemented

the mutant in trans with p(vmpA). Fig. 3A shows that

vmpA was  expressed from p(vmpA) as a function of

Fig. 3. VmpA possesses c-di-GMP PDE activity. (A) Absolute number of vmpA cDNA copies in  the wild-type strain, the  vmpA mutant, and the  trans- and

cis-complemented  mutant. The housekeeping gene rpoA was  used for normalization. *Values significantly different from EDL933 with the Student’s t  test.

(B)  Intracellular c-di-GMP concentration. c-di-GMP values are given per unit of optical density to normalize data relative to the  bacterial concentration. In

order  to achieve vmpA overexpression, the culture medium was  supplemented with 0.5 mM  arabinose. *Value significantly different from EDL933 with the

Student’s  t test. (C) In  vitro activity of the EAL::His6 domain of VmpA. A decrease over time in c-di-GMP concentration (from 100 �M) is  plotted.
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Fig. 4. Phenotypic effects of vmpA inactivation. (A) Swimming motility in LB after 8  h at 37 ◦C (n = 4). The diameter of the diffuse growth zone is indicated.

*Values  significantly different from EDL933 with the Student’s t  test. (B) Biofilm formation in  DMEM after 24 h  at 30 ◦C (n  = 10). *Values significantly different

from  EDL933 with the Student’s t  test. �vmpA::vmpA is the  cis-complemented vmpA mutant; �vmpA(pvmpA) is the trans-complemented vmpA mutant

strain.

arabinose concentration. Unexpectedly, we found that

vmpA in trans did not rescue the motility defect of the

vmpA mutant (Fig. 4A). Because vmpA overexpression

significantly increased motility of  the wild-type strain,

we  knew that vmpA in plasmid p(vmpA) is functional

(Fig. 4A). We  then re-introduced the wild-type vmpA gene

in  the chromosome of the vmpA mutant, generating the

�vmpA::vmpA strain. In this strain, vmpA is in its natu-

ral location in  the chromosome and is expressed under

its  native promoter at similar levels as in the wild-type

strain (Fig. 3A). Fig. 4A shows that swimming defect was

not  restored in this strain either. Taken together, these

data indicate that VmpA influences motility but  suggest

that additional spontaneous mutations affecting motility

occurred in the vmpA mutant.

In  contrast to the inability to rescue the motil-

ity defect of the vmpA mutant, biofilm formation was

restored or partly restored using either in trans- or in

cis-complementation (Fig. 4B). These results support the

conclusion that mutation of the vmpA gene is responsi-

ble for the observed hyperbiofilm phenotype of  the vmpA

mutant. Overexpression of vmpA in the wild-type strain

did not decrease biofilm formation any further (Fig. 4B).

E.  coli O157:H7 strain EDL933 is a poor biofilm producer,

and apparently further decrease in biofilm-forming capac-

ity  cannot be reliably detected.

Taken  together, these observations demonstrated that

VmpA is a component of the c-di-GMP signaling pathway

influencing motility and controlling biofilm formation in

E.  coli O157:H7.

4.  Discussion

Despite our growing knowledge about c-di-GMP

signaling in diverse bacterial species, little is known about

the role of c-di-GMP in pathogenic E.  coli, especially in E. coli

O157:H7.

In  this study we  identified VmpA (encoded by z1528),

a  new EAL domain-containing protein that is unique to

the  most virulent EHEC strains, belonging to the O157:H7

serotype. By investigating the distribution of the  OI-47

island among STEC strains, Shen et al. (2005) also found that

z1528 is associated with the  most virulent EHEC strains,

with all the O157 strains tested and only 5  among 56 non-

O157 strains being positive for z1528 (O132:NM, O113:NM,

3 strains O145:NM).

We  used in vitro and in vivo tests to show that VmpA

possesses PDE activity and that it inversely regulates swim-

ming  motility and biofilm formation. Noticeably, VmpA is

encoded  by the genomic O-Island OI-47 that is absent from

the  MG1655 E.  coli K12 genome. vmpA is located next to

the  ycdT gene, which is present in both K12 and O157:H7

E. coli strains. We  established that ycdT and vmpA are orga-

nized  in an  operon in E. coli O157:H7 strongly suggesting

that the OI-47 island was  present in the  ancestor of E. coli

K12 and O157:H7 strains, and has been deleted from the

K12 strains. This genetic organization in O157:H7 strains

also suggests that YcdT and VmpA regulate the same phys-

iological processes by c-di-GMP signaling. Indeed, it was

observed  that genes encoding PDE  and DGC partners in

a  c-di-GMP control module are often clustered (Hengge,
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2009). Furthermore, YcdT and VmpA are both predicted

to be membrane bound, arguing for a co-ordinated regu-

lation of local c-di-GMP concentration. YcdT is a GGDEF

domain-containing protein that has been shown to regu-

late  motility in E.  coli K12 (Jonas et  al., 2008). In addition,

YcdT was suspected to have an impact on biofilm for-

mation in E. coli K12 because the ycdT gene and the pga

operon, encoding the biofilm polysaccharide poly �-1,6-N-

acetyl-d-glucosamine (PGA), are adjacent and divergently

organized (Wang et al., 2005; Jonas et  al., 2008), and a

comprehensive bioinformatic study revealed that chromo-

somal proximity indicates gene co-regulation independent

of gene orientation (Korbel et al., 2004). However, neither

pgaA  expression nor biofilm formation are altered in an

ycdT  mutant (Wang et al., 2005; Jonas et al., 2008). We

demonstrate in this study that VmpA does control E. coli

O157:H7 motility in an inverse manner to YcdT in E.  coli

K12. Furthermore, we establish that VmpA, which is absent

in  E. coli K12, also controls biofilm formation. These data

suggest that VmpA but not YcdT activity is essential to the

control of biofilm formation in E. coli.

The motility defect of the vmpA mutant was not restored

by cis or trans-complementation with the wild-type vmpA

gene. In addition to the detailed vmpA mutant described

above, we constructed several other vmpA mutants, some

of  which contained small or less large in-frame deletions

of vmpA, while others contained a transposon insertion

(data not shown). We  tried to complement these different

mutants by the vmpA gene flanked by the ycdT-vmpA inter-

genic region, or by cloning the  whole ycdT-vmpA operon.

In  neither case the motility defect of  the vmpA mutant

was restored (data not shown). These data strongly suggest

that the vmpA mutant accumulates spontaneous secondary

mutations with high frequency. Suppressor mutations

have been shown to emerge in strains with deletion of a

pleiotropic regulatory gene that directly or indirectly con-

trols  the expression of a large number of genes involved

in bacterial physiology and bacterial virulence, such as hfq

(Shakhnovich et  al., 2009) or rpoE (Button et  al., 2007;

Hayden and Ades, 2008). The emergence of secondary

mutations in the diverse vmpA mutants suggests one of

two  possibilities: (i) VmpA is a global regulator of E.  coli

O157:H7 physiology and its deletion without suppres-

sor mutations severely compromises bacterial growth, (ii)

alternatively, it is possible that in the absence of  VmpA,

local or global c-di-GMP concentration in O157:H7 rises to

the  toxic levels, which are intolerable in the absence of the

secondary mutations. That elevated levels of c-di-GMP are

toxic  to some E. coli strains has been demonstrated by us

earlier  (Ryjenkov et al., 2005).

Future studies will explore the nature of  the suppressor

mutations, VmpA targets and the nature of input signals

controlling its expression and/or activity. These studies are

expected to lead to a better understanding of the regula-

tory role of VmpA and its potential connection to  virulence

of the EHEC strains. However, already at this stage our

findings represent an  example of remarkable flexibility in

the  organization of  c-di-GMP signaling pathways in closely

related species, where a gene absent in the laboratory

strains of E. coli K12 plays important roles in the physiology

of  pathovar O157:H7.

Conflict  of interest statement

The  authors declare that the research was  conducted in

the  absence of any commercial or financial relationships

that could be construed as a potential conflict of  interest.

Acknowledgements

We  thank A. Garrivier, A. Durand and J.  Pouzadoux

for excellent technical assistance, and B. Lyan, from

the Metabolism Exploration Platform (INRA Clermont-

Ferrand-Theix, France) for intracellular c-di-GMP quantifi-

cation. This work was  supported in part by EADGENE N◦

FOOD-CT-2004-506416, network of excellence supported

by  funding under the 6th research framework program of

the  European Union (C.M.), US National Science Foundation

grant MCB  1052575 (M.G.), US Department of  Agriculture

AFRI 2010-65201-20599 (M.G.) University of Wyoming

Agricultural Experiment Station (M.G.), and Natural Sci-

ences  and Engineering Research Council STPGP 364950

(J.H.).

References

Barends, T.R., Hartmann, E.,  Griese, J.J., Beitlich, T., Kirienko, N.V.,
Ryjenkov, D.A., Reinstein, J.,  Shoeman, R.L., Gomelsky, M.,  Schlicht-
ing, I., 2009. Structure and  mechanism of a  bacterial light-regulated
cyclic nucleotide phosphodiesterase. Nature 459, 1015–1018.

Bobrov,  A.G., Kirillina, O., Ryjenkov, D.A., Waters, C.M., Price, P.A., Fether-
ston,  J.D., Mack, D., Goldman, W.E., Gomelsky, M.,  Perry, R.D., 2011.
Systematic analysis of cyclic di-GMP signalling enzymes and their role
in  biofilm formation and virulence in  Yersinia pestis. Mol. Microbiol.
79, 533–551.

Button, J.E., Silhavy, T.J., Ruiz, N.,  2007. A suppressor of cell death caused by
the  loss of sigmaE downregulates extracytoplasmic stress responses
and outer membrane vesicle production in Escherichia coli. J. Bacteriol.
189,  1523–1530.

Caprioli, A.,  Morabito, S.,  Brugere, H., Oswald, E.,  2005. Enterohaemor-
rhagic Escherichia coli: emerging issues on virulence and modes of
transmission. Vet. Res. 36, 289–311.

Cieslak, P.R., Barrett, T.J., Griffin, P.M., Gensheimer, K.F., Beckett, G., Buff-
ington,  J., Smith, M.G., 1993. Escherichia coli O157:H7 infection from a
manured  garden. Lancet 342, 367.

Claret, L., Miquel, S.,  Vieille, N., Ryjenkov, D.A., Gomelsky, M.,  Darfeuille-
Michaud, A., 2007. The flagellar sigma factor FliA regulates adhesion
and invasion of Crohn disease-associated Escherichia coli via a cyclic
dimeric GMP-dependent pathway. J. Biol. Chem. 282,  33275–33283.

Datsenko,  K.A., Wanner, B.L., 2000. One-step inactivation of  chromosomal
genes in  Escherichia coli K-12 using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A.  97, 6640–6645.

Girardeau, J.P., Dalmasso, A.,  Bertin, Y.,  Ducrot, C., Bord, S.,  Livrelli,
V., Vernozy-Rozand, C., Martin, C., 2005. Association of virulence
genotype with phylogenetic background in comparison to different
seropathotypes of Shiga toxin-producing Escherichia coli isolates. J.
Clin.  Microbiol. 43, 6098–6107.

Guzman,  L.M., Belin, D., Carson, M.J., Beckwith, J.,  1995. Tight regulation,
modulation, and high-level expression by vectors containing the arab-
inose  PBAD promoter. J. Bacteriol. 177, 4121–4130.

Hayden, J.D., Ades, S.E., 2008. The extracytoplasmic stress factor, sigmaE,
is  required to maintain cell envelope integrity in Escherichia coli. PLoS
ONE  3, e1573.

He,  M., Ouyang, Z.,  Troxell, B., Xu, H.,  Moh, A.,  Piesman, J.,  Norgard, M.V.,
Gomelsky, M.,  Yang, X.F., 2011. Cyclic di-GMP is essential for the sur-
vival of  the lyme disease spirochete in ticks. PLoS Pathog. 7, e1002133.

Hengge, R., 2009. Principles of c-di-GMP signalling in bacteria. Nat. Rev.
Microbiol.  7, 263–273.

Hisert,  K.B., MacCoss, M., Shiloh, M.U., Darwin, K.H., Singh, S.,  Jones, R.A.,
Ehrt,  S.,  Zhang, Z., Gaffney, B.L., Gandotra, S., Holden, D.W., Murray, D.,
Nathan, C., 2005. A  glutamate–alanine–leucine (EAL) domain protein
of Salmonella controls bacterial survival in  mice, antioxidant defence
and  killing of macrophages: role of cyclic diGMP. Mol. Microbiol. 56,
1234–1245.



�$�'��R��������!#�	��%

140 P. Branchu et  al. /  Veterinary Immunology and Immunopathology 152 (2013) 132– 140

Jonas,  K., Edwards, A.N., Simm,  R.,  Romeo, T., Romling, U., Melefors,
O., 2008. The RNA binding protein CsrA controls cyclic di-GMP
metabolism by directly regulating the expression of GGDEF proteins.
Mol. Microbiol. 70, 236–257.

Kall,  L., Krogh, A., Sonnhammer, E.L., 2007. Advantages of combined trans-
membrane topology and  signal peptide prediction—the Phobius web
server.  Nucleic Acids Res. 35, W429–W432.

Karmali, M.A., Mascarenhas, M.,  Shen, S.,  Ziebell, K., Johnson, S., Reid-
Smith, R., Isaac-Renton, J., Clark, C., Rahn, K., Kaper, J.B., 2003.
Association of  genomic O island 122 of Escherichia coli EDL 933
with verocytotoxin-producing Escherichia coli seropathotypes that
are  linked to epidemic and/or serious disease. J. Clin. Microbiol. 41,
4930–4940.

Korbel, J.O., Jensen, L.J., von Mering, C., Bork, P.,  2004. Analysis of
genomic context: prediction of functional associations from con-
served bidirectionally transcribed gene pairs. Nat. Biotechnol. 22,
911–917.

Kulasakara, H., Lee, V., Brencic, A.,  Liberati, N.,  Urbach, J., Miyata, S.,  Lee,
D.G.,  Neely, A.N., Hyodo, M.,  Hayakawa, Y., Ausubel, F.M., Lory, S., 2006.
Analysis of Pseudomonas aeruginosa diguanylate cyclases and phos-
phodiesterases reveals a  role for bis-(3′–5′)-cyclic-GMP in  virulence.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103, 2839–2844.

Link, A.J., Phillips, D., Church, G.M., 1997. Methods for generating precise
deletions and insertions in the genome of wild-type Escherichia coli:
application to  open reading frame characterization. J. Bacteriol. 179,
6228–6237.

Mendez-Ortiz, M.M.,  Hyodo, M.,  Hayakawa, Y., Membrillo-Hernandez,
J.,  2006. Genome-wide transcriptional profile of Escherichia coli in
response to high levels of the second messenger 3′ ,5′-cyclic diguanylic
acid. J. Biol. Chem. 281, 8090–8099.

O’Brien, A.O., Lively, T.A., Chen, M.E., Rothman, S.W., Formal, S.B., 1983.
Escherichia coli 0157:H7 strains associated with haemorrhagic coli-
tis  in the United States produce a Shigella dysenteriae 1  (SHIGA) like
cytotoxin. Lancet 1, 702.

O’Brien,  S.J., Adak, G.K., Gilham, C., 2001. Contact with farming environ-
ment  as a major risk factor for Shiga toxin (Vero cytotoxin)-producing
Escherichia coli O157 infection in  humans. Emerg. Infect. Dis. 7,
1049–1051.

Paton, J.C., Paton, A.W., 1998. Pathogenesis and diagnosis of Shiga
toxin-producing Escherichia coli infections. Clin. Microbiol. Rev. 11,
450–479.

Perna, N.T., Plunkett, G., Burland, V., Mau, B., Glasner, J.D., Rose, D.J., May-
hew,  G.F., Evans, P.S., Gregor, J.,  Kirkpatrick, H.A., Posfai, G., Hackett,
J.,  Klink, S., Boutin, A., Shao, Y., Miller, L., Grotbeck, E.J., Davis, N.W.,
Limk, A., Dimalanta, E.T., Potamousis, K.D., Apodaca, J., Anantharaman,
T.S., Lin, J.Y., Yen, G., Schwartz, D.C., Welch, R.A., Blattner, F.R., 2001.
Genome sequence of  enterohaemorrhagic Escherichia coli O157:H7.
Nature 409, 529–533.

Pesavento,  C., Becker, G., Sommerfeldt, N., Possling, A., Tschowri, N.,
Mehlis,  A., Hengge, R., 2008. Inverse regulatory coordination of motil-
ity  and curli-mediated adhesion in  Escherichia coli. Genes Dev. 22,
2434–2446.

Petersen, E., Chaudhuri, P., Gourley, C., Harms, J., Splitter, G., 2011. Brucella
melitensis cyclic di-GMP phosphodiesterase BpdA controls expression
of flagellar genes. J. Bacteriol. 193, 5683–5691.

Romling, U., Amikam, D., 2006. Cyclic di-GMP as  a second messenger. Curr.
Opin.  Microbiol. 9, 218–228.

Ryan,  R.P., Fouhy, Y., Lucey, J.F., Dow, J.M., 2006. Cyclic di-GMP signaling
in  bacteria: recent advances and new puzzles. J.  Bacteriol. 188,
8327–8334.

Ryjenkov, D.A., Tarutina, M.,  Moskvin, O.V., Gomelsky, M.,  2005. Cyclic
diguanylate is a ubiquitous signaling molecule in bacteria: insights
into biochemistry of  the  GGDEF protein domain. J. Bacteriol. 187,
1792–1798.

Sambrook, J., Russell, D., 2001. Molecular Cloning, A  Laboratory Manual.
Cold  Spring Harbor Laboratory Press, New York.

Schmidt, A.J., Ryjenkov, D.A., Gomelsky, M., 2005. The ubiquitous pro-
tein  domain EAL is a  cyclic diguanylate-specific phosphodiesterase:
enzymatically active and inactive EAL domains. J. Bacteriol. 187,
4774–4781.

Shakhnovich, E.A., Davis, B.M., Waldor, M.K., 2009. Hfq negatively reg-
ulates type III secretion in  EHEC and several other pathogens. Mol.
Microbiol. 74, 347–363.

Shen,  S.,  Mascarenhas, M.,  Morgan, R.,  Rahn, K., Karmali, M.A., 2005. Iden-
tification of four fimbria-encoding genomic islands that are highly
specific for verocytotoxin-producing Escherichia coli serotype O157
strains. J. Clin. Microbiol. 43, 3840–3850.

Sjostrom, A.E., Sonden, B., Muller, C., Rydstrom, A., Dobrindt, U., Wai, S.N.,
Uhlin,  B.E., 2008. Analysis of the sfaX(II) locus in the Escherichia coli
meningitis isolate IHE3034 reveals two novel regulatory genes within
the  promoter-distal region of the main S  fimbrial operon. Microb.
Pathog. 46, 150–158.

Sommerfeldt,  N.,  Possling, A., Becker, G., Pesavento, C., Tschowri, N.,
Hengge, R., 2009. Gene expression patterns and differential input
into curli fimbriae regulation of all GGDEF/EAL domain proteins in
Escherichia coli. Microbiology 155, 1318–1331.

Tal, R., Wong, H.C., Calhoon, R., Gelfand, D., Fear, A.L., Volman, G., Mayer,
R.,  Ross, P., Amikam, D., Weinhouse, H., Cohen, A., Sapir, S., Ohana,
P., Benziman, M.,  1998. Three cdg operons control cellular turnover
of cyclic di-GMP in  Acetobacter xylinum: genetic organization and
occurrence of conserved domains in isoenzymes. J. Bacteriol. 180,
4416–4425.

Tamayo, R., Pratt, J.T., Camilli, A.,  2007. Roles of cyclic diguanylate in
the  regulation of bacterial pathogenesis. Annu. Rev. Microbiol. 61,
131–148.

Tamayo, R.,  Tischler, A.D., Camilli, A., 2005. The EAL domain protein
VieA is a cyclic diguanylate phosphodiesterase. J. Biol. Chem. 280,
33324–33330.

Tischler, A.D., Camilli, A., 2004. Cyclic diguanylate (c-di-GMP) regulates
Vibrio cholerae biofilm formation. Mol. Microbiol. 53, 857–869.

Tischler,  A.D., Camilli, A.,  2005. Cyclic diguanylate regulates Vibrio cholerae
virulence gene expression. Infect. Immun. 73, 5873–5882.

Tischler, A.D., Lee, S.H., Camilli, A.,  2002. The Vibrio cholerae vieSAB locus
encodes a  pathway contributing to cholera toxin production. J. Bacte-
riol.  184, 4104–4113.

Tobe,  T., Ando, H., Ishikawa, H.,  Abe, H., Tashiro, K., Hayashi,
T., Kuhara, S.,  Sugimoto, N., 2005. Dual regulatory pathways
integrating the RcsC-RcsD-RcsB signalling system control entero-
haemorrhagic Escherichia coli pathogenicity. Mol. Microbiol. 58,
320–333.

Tschowri, N.,  Busse, S., Hengge, R., 2009. The BLUF-EAL protein YcgF acts
as  a  direct anti-repressor in a  blue-light response of Escherichia coli.
Genes Dev. 23, 522–534.

Wang,  X., Dubey, A.K., Suzuki, K., Baker, C.S., Babitzke, P., Romeo, T., 2005.
CsrA  post-transcriptionally represses pgaABCD, responsible for syn-
thesis  of a  biofilm polysaccharide adhesin of Escherichia coli. Mol.
Microbiol. 56, 1648–1663.

Waters,  C.M., Lu, W.,  Rabinowitz, J.D., Bassler, B.L., 2008. Quorum sensing
controls biofilm formation in Vibrio cholerae through modulation
of cyclic di-GMP levels and repression of vpsT. J. Bacteriol. 190,
2527–2536.

Weber, H., Pesavento, C., Possling, A., Tischendorf, G., Hengge, R., 2006.
Cyclic-di-GMP-mediated signalling within the sigma network of
Escherichia coli. Mol. Microbiol. 62, 1014–1034.

Yatsuyanagi, J., Saito, S.,  Sato, H., Miyajima, Y., Amano, K.,  Enomoto, K.,
2002. Characterization of enteropathogenic and enteroaggregative
Escherichia coli isolated from diarrheal outbreaks. J. Clin. Microbiol.
40, 294–297.





.�����	����
�������������������

����

�

��#
���	�����T(�


�
.E�5��7�����5��G�����
 ��+� ���
� 
�����"��* 
��������)� �(���
�#����#�	������1�$%�8%�

677� ��(�"������+�����������
�� �����������
����*�����

7��
��������������612����(�"����

�





��
�

2��6+� ���9� ���� ���Z� 72�96�-�X� ��� 69�69  72�� 9Z�69  7>2� �)� 	�����

��! �)A! A��!�,A�>%EF"?F�-99� ���?>�927/7�X� 7 -�2�� ���69 �>2 9� 	����

27�67/�>Z7�9���

�#�

�
�������� �
���(��E� 9�
L������� I�
������EqE� 2�!������� /
� ���ErE� R����� 8�
���E� ���*���
��$�

��
����E����������5�!�
��E�/(
�������9�
����p�D�

�%�
��#$#�9��
�!����"��E�/.�/��
����-3�

���-<(��*E�D�����2����-5��0�-/(�� ������E�3
�����&�
�5
�� �� ��� .��(�
�(�� ��
� ���� 9�������� B�)���������� ��� ��
�� @5.79B�A� ���� /���
�� ���'�

.��(�
�(�����B�)�������"�����
�����@/.B�AE������
��������9���
���E�2����-8+�����(�E�=��!��E��	�

/���������
q�
���������
������9.��	�'����MB
.�E����������
��
������8������E�3�����������9�����������

����(�
�����E��&� �����8��
��������E�D�		��/��
����-3�

�������
r�
������ ���
����� �� �
������ �)� 9��
�!����"+� S� B�������"+E� �����
���+� �)� 9��(�"����#�

9�������2�(���E� D%���9�������2��������������"� BBE� ��$	�?����9�������/����
��
���E������$�

�
!�
E�9B��#&�	'-$D�	��D�

��%�

��&�

p�/�

�� �����"����(�
�����������(
���������
���s���
�������
��)
���'�

3�*����!�
��a���#%�D�#$&���	�

<������!�
��a���#%�D�#%#�����

����

.�����"��������
��
����*���-�� ���������(�!�������)��(��677�����

��#�

C�+N�
����7���
�(���

(�"����!�����E��!������1�$%�8%E��������)�����
��+����))�������E����
����$�

�*���E�
�
.��D�

�%�

�������	
�

�
	���������������
�����������	
���������������
������



��
�

�#�	���	���

7* 
��������)�"������)��(���������)�����
��+����))��������@677A��������������)�
���(�
������)���

����
�(���

(�"����
�#����#�	������@787/A���������������� ��(�������������8�N���
E�"���)����
����

�(�����+���������� 787/� ��(�
����� �
�� ��
"��+� ��:��N��� �������� ���
��� �*���� @
1A� ��� ��#�

�
�������))����
��)��(��������������������
�� ����������!����
������)������E�N���������"���������$�

��)������� ��� 677� �* 
�������� ?�� �������
����� �(��� 
1� ��(�!���� 787/� ��(�
����� ���D�

� ��(�����������������* 
��������)�����
���677�"�������+�����+���"�677�"�����* 
�����������"�%�

,������������ 
���-����� �/.� ��� ����
��� ���"����� 
�"�����
+� �������E� N�� ������)���� �(��&�


�"�����
+� 
1-�����
�  
������ 
�
.� ��� �(�� ����� 
�"�����
� ����
�����"� 
1-�� �������'�


� 
��������)��(��677�"������?��)������(���
�
.������ ��������
�"�����
��)��(��677�E�677#��	�

����677$� 
�����
�E������(
������������� 
��� ���������(�N����(���
1�
���������(�������������


�
.�!�����"�����(�����
����
"���E�������"����
� 
��������)�677�"�����* 
��������9�
����
E����

N�� )����� �(��� �N�� 
�"�����
�� �)� �(�� ����� 
����������  ��(N�+E�5��7� ����5��GE� ����
 ��+� ������


� 
�����"� 677� �* 
�������� ����
� 
1� �* ���
�� �	��� ���� �	�P� �
�� � -
�"������E��#�

����
�!����"� ��� ��N�-
�"�������� �)� �(�� 677� "������ ����
���"� ��� ��
� 
������� N��  
� ���� ���$�

������ �)� �
����
� ������� 
�"�������� �)� �(�� 677�E� 677#E� ���� 677$� "�����  
�������"� �(���D�

����
 ��+��)�
�
.E�5��7E�����5��G� ��� 
� 
�����"�677�"�����* 
������� ��� 
�� ����� ���
1���%�

?��(���� 
�������+��(�N���(���
1���(�!����2(�"����*����+��(������2�����
1���(�!�����(���N���&�

��L�
���
�������)����
���)�787/E�2(�"����*��� 
���������������(�����E����������!���������
����'�

����� ��������� 
���������)����
��������"��(�������� ������)�(�����+���������
������+��
�������	�

����

��	���� �''�������

7���
�(���

(�"��� �
�#����#�	� ����� @787/A� ��� �� )���-!�
���  ��(�"��� ������"� ��� (���������

!����+����

(������E��� ������+�����(���
�������
�)���E���)���(
�������"�:����+�����"��������"��#�

��� ����(� ��� $O� �)� ������� ����!������� �
�� ����
�-���������� !������� �(�+� �
�� ��� ������ ����$�

���
������(������
��+��)��(�����������<(�
�)�
���������
��������������� �����
������� 
����������
��D�

�(�
� ������ ��
���"���� ��� )�"(�� �"������ 787/� ��)�������� <�� 
���(� �(��� "���E� �� ��� �
� !������%�

:��N���"���)� ��(�"��-(���� ����
����������
�,��
�������
���������� ����787/���)���������� �(���&�

��(�������)�!����
������������������������� ��(�������������B��
�� ���������(��!����
������)������E��'�

�(�� (���� �
�""�
�� ��� ������� 
�� ����� ��
������ �"������ �(��  ��(�"����<(�� ��

���� ����+� (����	�

�(�N���(�����������))����
��)��(����������
�� ����E����
����*����@
1AE��
���������+�
����������

�(�� �� ����+� �)� 787/� ��� ��(�
�� ��� ����������� � ��(������ ������� ?�� (���� �������"����� �(�����

��������
����(��������������������������)������
1-�����
�
�"�����
��(�������
�����(��"��������


�,��
���)�
�787/���(�������<(���)�����"� ������
1������ ��������� 
���������)����
��������"��#�



��
�

�(�������� ������)�787/������������� 
�����������N���������)��������"������)�
� 
�����������

�
��(�
� ��������
���"�����"������787/���)����������

��



#�
�

7�	�����	������

7���
�(����

(�"����
�#����#�	� ����� @787/AE� �� ������+� !����"��"� ��� �(��1�$%�8%���

��
��+ �E� ��� �� )���-!�
���  ��(�"��� ������"� �� � ���
��� �)� (����� ���������� ���(� �����

(����

(�"���������������(�����+���-�
������+��
����@8�2A��<(���������
�������)����
���)�#�

787/��
��2(�"����*����@2�*AE�
�� ����!���)�
��(��(���

(�"����+� ������)��(����)������E�����$�

���+ ��BBB� 
���������
�������+�����@<�22AE��(
��"(�N(��(��(�� ��(�"����
������������))����
�D�

 
������������(���������E�������"������(��"������))����"�@�M7A���������e�f��<(��"�����
�,��
���%�

)�
��M7����������
����������N��(������(
��������� ��(�"������+� ��������������(�� �������)�&�

����
��+����))��������@677A�e�f��<(��677������� ������)�)������L�
�� �
�����<(��)�
���"����'�

�)� �(�� 677�� � �
��E� ���E� �������� �� �
����
� ������� 
�"�����
� �(���  ��������+� 
�"������� �(���	�

�* 
��������)��(��677�E�677�E�677#�����677$�� �
����e�-Df��<(��677����������(��<�22E����

�����(�����@�(����������7��A���������
��� ��
�@<�
A�
�,��
���)�
������������(�
��������� ��(���������

�����E������))����
� 
��������
������������(
��"(��(��<�22E���������"�7� ���(����������������(�����

�
��������� �(
��"(�N(��(��))����
� 
������� �
�� ��L������ ����� �(��(���� ������<(�� 
�"���������)��#�

677��* 
������������� ��*�����������������+� ��������������"������
�"�����
��e%f��9�����)��$�

�(���� )����
�� ��)������� 677� �* 
������� !+� ��
����+� �
� ����
����+� ����
�����"� ���� �* 
���������D�

8�N���
�����
���+��)��*�
�-�
����
� ����������(�������(���������!��������
�!����(���
�"�������%�

677� �* 
������E� �(��"(� ������� ��������� ���(�������� ��)�
������� ��� ������!��� e&f�� 5��7��&�

@)�
��
�+�H(�7A�����5��G��
���N�������
�"�����
���)��(�������)������������������������������-�'�


���������� @�.A� ��� �!� ����� C��� e'-��f�� ��� �������  8� ������E� 5��7� ���� 5��G�  ��������+��	�


�"������ �(���	�;� �����	�7(�"����E� �������"� �(�� ��� ������� �)� �(�� "��������-�� ����������

�.�� B�� �(�� 787/� 1�$%�8%� 2�:��� ��
���E� 5��7� (��� ��,��
��� ����������� )��������� �������

����
���+� ���
�������� �* 
������� �)� �.� ���� 677� "������ B�� (��� !����  
� ����� �(��E� ��
��"����

 ����"�� �(
��"(� �(�� (����� ������(E� 5��7�  
������� �!� ����� 1�$%�8%� !+� �������"� �(���#�

"��������-�� ��������.��+�����@�(��5����+����A����� ��(�!���� �(�����������
+��* 
��������$�

�)��(��677�"����E�N(��������
������������������(����������������������N�
�"���������)��	����D�

����� 
�"���������)��(��677�"�����e��f��B���!������1�$%�8%E�5��7�(���!�����(�N�������
����+��%�

!�����(�� ����@677�A�����
�
Z�@677�A� 
�����
�� ���������e��fE�!���!�����"��)�5��7������(�
��&�

��������������!�����"��)�5��G�(��������
�!�����������"��������'�

��(�������)�787/����� ��(�����������������������
�����������M7������������������������)��	�

�� ��
��"� ������� ������� 
�� ������ /�������� �������� (���� (�"(��"(���� �(�� (�"(� ������ �)����

��
�������"��(���:����������+ �����+��:��������8�2� ��������e�#-�Df��
��
����*����@
1A����������

�))����
��)��(�����������������
�� ������(�������+����*���)�
� ��(�"�����!����
���e�%f��
���+����

��������(��"��� ���"�����* 
������� e�&-�	f��/������
� 
����������)�
1�
�,��
��� �(�� ��;+����#�



$�
�


1� �+��(���� �(��� �*���;��� 6-�
"������ ��� �� ��!��
����� <(�� ������!��� 
1� �+��(���� @�
12A���

���)�
������* 
�������������
���������E���������"�����
��+���E����
�� ���������+ �����+��:�������

e��f����

?��(���� 
�������+��(�N���(���
1���(�!����2(�"����*������+��(�����@2�*�A�!+�787/�#�

1�$%�8%� ��� �(�� �
����
� ������� ������ e��f�� 1�
� ���� N��� ��� �������"���� N(��(�
� 
1� �����$�

���������� 677� "���� �
����
� ����� ���� �(�
�)�
�� 787/� ��(������ ��� � ��(������ �����E� ���� ���D�

������)+� �(�� ����� 
�"�����
�� ��������"� �(��� 
�� �����?�� ����!���(� �(��� 
1� 
� 
������ 677�%�

�* 
������� �(
��"(�
�
.E� �(�� :�+� 
�"�����
��)� �(�����
�������� ��
���� ��� ����
�!����
����
�
.�&�

��
����+� ���������� 677�E� 677$E� ���� 677#� �* 
������� ��� �(�� �!������ �)� 
1E� ���� �(���'�

����������� ��� �!
�"����� ��� �(�� �!������ �)� 
1�� 9�
����
E� 
�
.� ����
����+� 
� 
������ �	����	�

�* 
������E�����(�������
�
1��* ���
���	������� -
�"������E�����
�!����"������N�-
�"�����������

�)��(��677�"������B����������E�N��������)����5��G������
� 
����
��)�677���* 
�����������N�����

 
� �������������)��
����
� �������
�"���������)��(��677�E�677#E�����677$�"����� 
�������"����

�(������
 ��+��)�
�
.E�5��7E�����5��G����
� 
�����"�677�"�����* 
����������
�� ��������
1���#�

3�����+E� N�� �(�N� �(��� �(���� 
�"�����
�� ���� 
1�  ��+� �� �
������� 
���� ��� ����
�����"� 787/��$�

��(���������� ��(��������������D�

��%�

6���
	���&�

��'�

7�)
�������)�2>��������������)�9�-H<<�	����	��	���
��!�	��
��
���

���	�

<���������"�����(����)��������)�
1����787/���(�����E�N���*���������(�������)��(�����

�!������1�$%�8%���
����7�6'�����������
���8��-&������������� ��(����������������(�� 
��������)����

�*�"������
1E�
��������!+��(��
1�����
�
1.-#��7* ���
�����
1.-#�����		��9��
�$		��9����

���� ���� ������ ��+� ��"��)������ ��))�
����� ��� �(�� "
�N�(� 
���� �)� 7�6'��� @����� ���� �(�N�A���#�

B�(�!������ �)� ����� ��(������ N��� �!��
���� ����
� 
1� �* ���
�E� N(��(� N��� 
1.-#� ����-�$�

�� ������� @3�"�� �A�� B�� ����(�
� ���� �)� �* �
������E� N�� ����������� �(�� �����
��� ������ N��(� ���D�

���:����� �)� �+��:����� :��N�� ��� ������� �
12� �* 
������� ��� (����� ����������� � ��(������ �������%�

e��E��f�� 3�"�
�� �� �(�N�� �(��� ����"������
1� 
������� ��
����+� !+� �(�� � ��(������ ������ ������&�

��(�!�����!����
������(���������'�

��	�

������:!��������������2>��:!����������

<�� �������"���� N(��(�
� �(�� 
1-�� ������� ��(�!������ �)� ��(������ ��� � ��(������ ���������


�������)
�����(�!�������)�677��* 
������E�7�6'���N����* ��������
1�)�
�D�(�����"�
1.-#����

����� ���
����)�
1���!����������!�
���)� � ���)����.
������������N�
�����������!+�,.<-�#�



D�
�

�/.� ���� ��
����;��� ����"� �(�� (����� :�� ��"� "���� �
�;� ��� ����
�!��� ��� �(������
����� ������

���(���� ��������� 3�"�
�� �� �(�N�� �(��� ���� @677�AE� �

;� @677#AE� ���� ���� �	�� @677$A� N�
����

��N�-
�"�������!+�
1E�N(����
�
Z�@677�A�N���� -
�"������������* 
��������)��
���@677�A���

N������(��"���� B����������E����
��

�+�(+!
���;�������(�N����(����	����* 
�������N���� -#�


�"������� ����
�
1� �* ���
�� @��
� �� �!���(��� ����A�����5��7� (��� !���� �(�N�� ��� 
� 
����$�

677��* 
������� e��E�#fE�N�� )�
�(�
� �������"������	��� �* 
�����������
�
1��* ���
������"�D�

,.<-�/.����������5��7�����5��G�����
 ��+�����(�������
�"�����
+���
����������!������C��E�%�

����!�������5��G�(���!�����(�N�����
� 
���������* 
��������������
� ��(�"������!������e�$fE�&�

N��������������"������(����)��������)�
1�����	�P��* 
��������3�"�
�����(�N���(����	�������'�

�	�P� N�
�� � -
�"������� ��#-� ���� ��%-)���E� 
�� �������+E� ����
� 
1� �* ���
��� <(���� ������	�

 
�� ������� ���N����
�N(��(�
�
1-�� ���������N�-
�"���������)�677�E�677#�����677$����


�,��
���5��7����M�
�5��G������

����

6�
���)����9��������Z����-99��:!����������#�

2����� �(�� 
���� �)� 5��G� ���� 5��7� ��� 677� �* 
������� ��� ���� N���� ��)����� ���� ����$�

��
��"�+��� ���������� �(��"
�N�(������������ e��E�#E�$fE�N��)�
�������+���� �(���* 
��������)��D�

���� @677�AE� �

;� @677#AE� ���� ���� @677$A� ��� 7�6'��� ��	��� ���� ��	�P� �������� ��� ��
��%�

�����
�� ����������� @�979-87�72E� 	��O� "������E�  8� %�	E� ��������
+�  (���� �)� "
�N�(A��&�

N��(����
1��* ���
�������"�,.<-�/.�����+���E�N��)������(��������.
������������
����������'�

�(����	���@��#-)���A�������	�P�@#�$-)���A���������@3�"����AE����������"��(���5��7�����5��G��	�


� 
���������
����
� ������5��7�����5��G�����������������(���* 
��������������)��

;������������

!����������  ������N�+��B�����E�5��7�
� 
�������

;�@���-)���A���������@�-)���A��
����
� ����E����

N(�
����5��G������������(���* 
��������)�!��(�"����E���D-)����)�
��

;������%��-)����)�
��������

@3�"����E/A��<������
���(����(���(��"�������.
���������
��������)
������
� ������)����(�
��(���#�

�	����
��	�P�"���E�N����������	����
��	�P��������N��� +����!�
� ������������
�����
��(���$�

����
����)��(��	�	(� 
�����
E��������
��������(��
�������"� ��������������(��
���

�� �����"��D�

���������<(����������)��

;�.
�����
�����������)������.
���������������
�����@.�J�	�	&A��%�

����
��	������
-�* 
���������� �
�������(��N���-�+ ����
���E�N(������������)������.
��N�
���&�

������
� ��� !��(� ��
����� @3�"�� ��E�E/A�� <(���� ����� ��
��"�+� ��""���� �(��� 5��7� ��+� 
� 
�����'�

677#� ���� 677$� �
����
� ����� ���� �������+� �)� 6�
�� �	�P� ���
-�* 
������� 
����
��� �����	�

�* 
������E� N(�
���� ��� 
� 
������ ���� �* 
������� ���� ���������� �

;� �* 
������� @3�"�����

��E�E/A�<�:��� ��"��(�
� ��
� ����� ��������� �(��� 5��7� 
� 
������ 677�E� 677#E� ���� 677$����

�* 
������E�����5��G�
� 
������677��!�������������677#�����677$��* 
�����������



%�
�

2����� ��� (��� !���� 
� �
���� ��� ����  ��(�"����� �!� ����� C��� �(��� 5��G� ���������� �
���


� 
�������	����* 
��������� �����"���� �(��"
�N�(������������ e�DE�%fE�N��N����
�N(��(�
���

5��7�����5��G�
� 
������677������ �������+�)
������(���(�
��
�N(��(�
�5��G����� ����������

���5��7��������!������C�������* ������+E������* 
�������N���������
��������	����	�P����!���#�

������� ���� ��� �(�� ��	�P� ������� @3�"�� ��AE� ���������"� �(��� �	�P� ��� � �������� ��� �	��� ���$�

����
�����"� 677�� �* 
�������� <(�
�)�
�� N�� �������"����� N(��(�
� 5��7� ����
���� �	�P�D�

�* 
�������� 3�"�
�� ��� �(�N�� �� ��O����
����� ����	�P��.
�� ������� ��� �(����	���������E�%�

���������"� �(���5��7������������	�P� �* 
��������<(�
�)�
�E� �������	�P� ��� � �������� ����	��E�&�

�(������
�������
�������������* 
��������!��
��������(����	������������� �
�������(��N���-'�

�+ ����
����@3�"����A������:��+���������(����N�
��������)�5��G�����(�����
�������������������
�����	�

�))�����)�5��7���������
����
� ����������

B)�5��7���)���������	�P��* 
������E� ��� 
���
��5��G������ ��)���������	����* 
�����������

B�����E�N���!��
�������-)������
���	����.
���� ��������(����	�P���������(�������(��N���-���

�+ ����
����@3�"���7AE������	����.
���������N�
���
���������+�
�����������(����� ����������#�

��	�P��������@3�"���7AE����������"��(��E�����(��"
�N�(����������������E�5��G�N�����
� 
����
��$�

�)��	����* 
��������B�����N����������������(���6�
�����������677#�����677$��* 
�������e�&f���D�

8�N���
E� ��� �(����	�P�������E� ����N���� -
�"�������N(�
����677#�����677$�N�
����N�-�%�


�"��������2������	���N������
-�* 
����������(����	�P�������E��(����!��
����������������������&�

N��(������ 
���������!������""�����"��(���5��7�
� 
������677#�����677$����� �������+��)��'�

6�
��<(��� 
� 
�������N���(�"(�����"(� ������
����� �(����������������� ��� �(�� ���
����� ��� �����	�

�* 
��������677#�����677$��.
���������N�
��������
� ��� �(����	����	�P����!�������������

��������(����	���������E����)�
���"��(����	������� ������������	�P��������
�����"�677#��������

677$��* 
������������

��#�

2>0��!�����	�����
�	������$�

<������
�����N(��(�
�5��7����M�
�5��G���������
1�
� 
��������)� �(��677�"����E��D�

N��,�����)�������E��

;E���������.
���� +����!�
������(��N���-�+ ����
������������(����	����%�

������	�P�������������"�,.<-�/.����!����
������������!L���������
1.-#��* ���
��)�
�D�(���&�


1-�� ���������N�-
�"���������)����E��

;E���������N����������!��
��������(����	��E���	�P��'�

���� ��	����	�P� �������� @3�"�� ��E�E/AE� ���������"� �(��� 677�E� 677#� ���� 677$� 
1-�	�

���������
� 
�������������� ��������)�5��7�����5��G��B����������E�
1-�� ���������������������

�)� �	��� N��� ������ �!��
���� ��� �(�� ��	�P� ������� @3�"�� �7A�� <(���� ����� ��""���� �(��� �� +������

��������)����
�"�����
�
�� �����"����
1�
� 
�������* 
��������)��(��677�"����������������������



&�
�

�	����* 
��������B������
���E�
1-�� �������������������)��	�P��
����
� �����N�����  
��������

����(����	����������@3�"����AE����������"��(���
1������������	�P��* 
��������(
��"(�5��7�����


�
.� ��� �(�� ����� �
����
� ������� 
�"�����
� ��� )�
� ����
�!��� �(��� 
�"������� "������

�* 
����������
�� ��������
1�e�'f��<(�
�)�
��N���������"�����N(��(�
�
�
.�
�"��������	��E�#�

�	�PE�����677�"�����* 
�������!+�����+;��"��.
����������������
�$���������B���(���!������$�

�)�
1E����E��

;E����������.
���������N�
����DE�%��E������#��-)������N�
E�
�� �������+E�����(��D�

��
�$�������� �(��� ��� �(��N���-�+ �� ��
���E�N(�
�����	��� �����	�P��.
�� �������N�
����'�%�

������$-)����(�"(�
E�
�� �������+�@3�"��#A��<(�������������������(���
�
.�����������677�E�677#�&�

���� 677$� "���� �* 
������� ���� 
� 
������ �	��� ���� �	�P� �* 
�������� 9�
����
E� 
1-'�

�� �������
�"��������N����!
�"���������(����
�$��������@3�"��#A��<(������ ����"
�������N��(��	�

�(�� ��

���� ����
�������"� �)� �(��
�
.����(������ �)� �������� B�����E� !�����"� �)�
1� ��� �(�����


�
.� 
��������������(��
��������)�
�
.�)
���������
"��� 
�����
������(�
�)�
�� 
�������
�
.-���

�� ������� 
�"�����
+� �������+� e�'f�� 5���
���+� 
�
.� (��� �� 
� 
������� �������+� ��� �(�� ��
"������

"�����e�'fE����N���������
�����)�
��	��������	�P�����(�������+!�1�
��������""�����(���
�
.��#�

��+� ����� ���� ��� ��� ��������
� �)� "���� �* 
������� )�
� �(��677�E�677#E� ����677$� "������ <���$�

����
���(����(���(��"�������.
���������
��������)
������
� ������)��(���
�$�"���E�N����������D�

�
�$� ��� �� ��N� �� +� ���!�
�  ������� �����
� ����
� �(�� ����
��� �)� �(�� 	�	(�  
�����
E� �����%�

���
������� �(�� 
�������"�  ������� ����� �(����
�$���������?���� �+ �� ������� �)� ���E� �

;E� ���E��&�

�	��E������	�P��.
���N�
��
����
��E����(��"(�����
�
1��* ���
��� -
�"���������)��	����'�

�����	�P�N�������
����!���(���@3�"��#A��<�:�����"��(�
���
����������������(���
�
.�����(��������	�


�"�����
�������������
1-�� �������
�"���������)��	�������677�"����E�N(����� -
�"�����������

�)��	�P�!+�
1�������������!+�5��7������

����

A�������#��������)����9+����Z+�����2��6�	��	���	����	�!��'�	�����#�

<���������"����N(��(�
�5��7E�5��G����M�
�
�
.���
����+�!��������(���	��E��	�PE������$�

677� 
�����
�E�����N(��(�
��(��������
��������������!���))������!+�
1E�N���* 
������5��7E��D�

5��GE� ���� 
�
.� ��� D-8��-5��7E� D-8��-5��GE� ���� D-8��-
�
.� )������� )�
� �(
��������%�

������ 
��� �������� @/(B�A� ��� ����� �* �
�������� <(�� ��	��E� ��	�P�� ���� ��
�$� ���������&�

�* 
�����"��(��D-8��-5��7E��(��D-8��-5��GE������(��D-8��-
�
.�)������ 
�����E�
�� �������+E��'�

N�
�� "
�N�� )�
� D� (� ��� �(�� �!������ �
�  
������� �)� 
1.-#�� �)��
� �
���-���:��"� �)� �
�-�	�

 
���������� ��*��E��
��)
�"���������E����������� 
��� ��������N��(�����-D-8�������!�����E����

��
��(������)���
"���"���� 
�����
������(�������� 
��� �����)
�������N����������"�����!+�,-���

�/.��� ��)�������������



'�
�

<(�� �	�P�  
�����
� ����
�!��� !+� 8������� ��� 	��� e'f� @3�"�� 2��A�� ���� �(�� �(
�����

 
�����
������
�!���)�
��	��� ����!������C���e�	f�N�
���� ��)����@3�"��2��AE����N������� �(����

�	�;� 
�����
������ ������������
���)�
�5��7�����5��G�!�����"�����(��"(�3�"�
�����(�N����

�(��� �
���-
�"��������� ����
� !��N����5��7� ����5��GE� 3�"�
�� $��E�� �(�N�� �(���5��7� ����#�

5��G� ���� ���� !���� ��� ����� ��� �(�� �	�P� ���� �	���  
�����
�E� 
�� �������+E� ���������"� �(���$�

����������� �)� �	�P� !+� 5��7� ���� 
� 
������� �)� �	��� !+� 5��G� ����
� �(
��"(� ����
����D�


�"�����������%�

<N�� ����  
�����
�� (���� !���� ����
�!��� ��� 787/E� �(�� ������� ���  
�����
� ���� ��&�

 �������� 
�*�������� 
�����
�@3�"��2�/A��<(����� 
�����
��������������787/�����7�7/E�'�

N(���� �(����� 
�����
� ��� 
���������+� ���787/� e��-��f��
���(�
�5��7���
�5��G�!����� ����	�

���(�
� �)� �(����  
�����
�� @3�"�� $� �E�A�� <(���� ����� ��������� �(��� 5��7� ���� 5��G� ��� �������


� 
���������* 
���������
����+�����

<(��677#� 
�����
�(���!����������)�������787/�� ��
�����)�
�
/�e�#fE��

;�!���"����

�(�� ������� "���� �)� �(�� � �
��� @3�"�� 2��A�� B�� 7�7/� ��� (��� !���� �(�N�� �(��� 6�
-����������#�

������������)��(��677$�� �
���
�,��
�����,�������!��N���� ���������-�'&�����-%$�
������������$�

�(���
����
� ����������
�������e#f��<N�� 
���
� ��
�����
��  ��"��(���
�"����(����!��������"�����D�

)�
� /(B�� �* �
������E� �� ��)+��"� �� 677$� ������� ���� �� 677$�  
�*����� 
�"���� @3�"�� 2�7A���%�

/(B�� �* �
������� �(�N��� �(��� ����(�
� 5��7� ��
� 5��G� !����� ��� �(�� 677#� ���� 677$��&�

 
�����
�� @3�"�� $��E�A�� <(���� ����� ��������� �(��� ����
��� �)� 677#� ����677$� �* 
������� !+��'�

5��7�����5��G���������������
�����))������������ 
�!�!�+����������!+���(�
�
�"�����
+�"������	�

�)��(��5��7�����5��G�
�"����������

B������
����
�
.�!�����������������(���������677�� 
�����
�@��AE���������(��677#��������

677$� 
�����
��@3�"��$�/A��B���"
�������N��(�����:��N����������
�������)�������E�
�
.�N������


��������)
����(����
"����
�������
�
1��* ���
���8�N���
E�
�
.���������!��������(���	����#�

�����	�P� 
�����
��@3�"��$�/A��B���"
�������N��(��(�������E�!��-��)�
�����������+��������"��(���$�

975�$� ��)�N�
�� ������)���� ��,�������  
�������"� (�"(� �������+� N��(� �(�� 
�
.� �����������D�

!�����"������e�'f�����(��677�E�677#E�����677$� 
�����
��@3�"�D����3�"��2�/E�E7AE�!�����������%�

�(�� �	��� ���� �	�P�  
�����
��� <(�� 
�
.� !�����"� ����� ��� �� ��� ! �  �����
���� ��,�������&�

��� ������)��N�����! �(��)��������
�
.�!���������
�����������
�e�$f��8�N���
E������!�
��)��'�


�
.���
"��� 
�����
�������������+������"���(��)������e�Df��<(������ 
�����
��(�N���(��(�"(�����	�

�������+�N��(�!��(�(��)������E�N(�����(���

;� 
�����
� 
�������(�"(��������+�N��(��(��)�
���(��)����

����������(������ 
�����
�N��(��(���������(��)������@3�"��DA�����

����

����������)�	�������
�	����'�	��	��	��?�-����

���#�



�	�
�

B�� �
��
� ��� ���)�
�� �(�� 
���� �)� 
1E� 
�
.E� 5��7E� ���� 5��G� ��� 
�"������"� 677���

�* 
������E�N���������"������(�������(������)��(��
�"�����
+������������8�6���������)��
�D�(��)���

��)������� ��� �(��  
������� �
� �!������ �)� 
1.-#� @3�"�� %A�� ��� �* �����E� 7�6'��� ��(�
��� �����

8�6�������� ���� �(��� ��(������N����
���������+� 
�����������
�
1��* ���
��<(�������(�����#�

 (����+ ����)� �(����	���������
�$�����������

�������N��(� �(�� �* 
������� ��������)��

;E�$�

�

7E� ���� ����"����� ������ �����(����� �)� �(����	����������N��� (�"(�
� ���� ��(������ �)� �(��D�

��
�$� ������� N��� ��N�
� �(��� �����(����� �)� �(��  �
���� ��
����� �����(����� �)� �(�� ��	�P�%�

������� N��� (�"(�
� �(��� �(��� �)� �(��  �
���� ��
���E� ��� � ���� �)� ��N�
� ������� �)� �

;� ���� ����&�

�* 
�������@3�"����E/A��<(�����������""�����(�������
����5��G-�� ������� ���-�
����
� �������'�

�
� ���-�
���������������(�������
�"������ 
�������+��(������
����
�������(
��"(��(��<�22�����	�

��
���+� �)� �*�
�-�
����
� ������� ���(������� 
�"������"� 677� �* 
������� (���� ��
���+� !�������

����
�!��E��(��"(��������������������(����������)�
����������������!���e&f��/�� �������������)����

�(����������
����
����(����(������ (����+ �E���)�
���"��(��)�����������+��)��(��
����!���������


�"�����
+� 
����������(�������)��(����	���������	�P���������N�����
��"�+�
�����������
��#�


1� �* ���
�E� ���)�
���"� �(�� 5��7-���� 5��G-���� ������� 
� 
������� 
���� �)� 
1�� <(���$�

��(�������������)��(������
���������(�� 
��������)�
1�N���������
�����(����(����������������(���D�

�!�������)�
1��)��(����
�5���������� ��
�������+ �������
�����������* �����E���(�������)��(���%�

��
�$��������N������� ��)��������!+�
1E����)�
���"��(�� 
� ����
����
�����)�
�
.����
1-�&�

�� �������
� 
��������)��(��677�"�����@3�"��%A���'�

��	�

����������������

B���(���
� �
��N���(�N��(���
1E����
��������������
��)��(��(�����������������������������


�� ����E������ ��������(�!���
��)�677��* 
����������787/����������,�����+���(�!����787/����

��(��������������������� ��(�������������1�
�)�����"�(�������
����!����"�����
���������!�������N���#�

�(�N��(����������+��(����������
����)�
1E�!������������������(������ ��(�����������-��
������$�


1E� ��(�!���� 787/� ��(������� ?�� ������)���� 
�
.� ��� �� ��N� 
�"�����
� �(��� ����
���� �(���D�

�* 
��������)�677�"��������787/�1�$%�8%����
�� ��������
1E�����N�� 
� ������
�"�����
+��%�

������  
�������"� �(�� 
���� �)� 
�
.E� 5��7� ���� 5��G� ��� 677� �* 
������� @3�"�� &A�� <�:����&�

��"��(�
E������������,.<-�/.E�/(B���* �
������E�������(����������+�� ���������
�
.�����(���'�

�����
�"�����
�����
�����"�
1-�� �������677�
� 
�������� B�� �(���!�������)�
1�@3�"��&��AE��	�


�
.���
����+�����������677�E�677#E�����677$��* 
������E���������
����+�
� 
�������	����������

�(�
�)�
�� �	�P� �* 
������Q� 5��7� ����
����+� ���������� �	�P� �* 
������� ���� 
� 
������ 677#����

���� 677$� �* 
������� ���� �������+� �)� 6�
Q� 5��G� ����
����+� 
� 
������ �	��� ���� 677�����



���
�

�* 
������������
�
1��* ���
��@3�"��&��AE�
�
.�!��������
1��������
��������)
���������
"�����

�
�E� ������"� ��� �	��� ���� �	�P� � -
�"�������� ���� ��� 677�E� 677#� ���� 677$� ��N�-��


�"���������
1-�� ��������	��������������
�������)
�����  
��������)�
�
.�
� 
��������
1-��

�� ��������	�P������������
�������)
�����  
��������)�
�
.-����������	���
� 
��������
1-#�

�� �������677����N�-
�"�������������������!�������)�
�
.-����������������������������	�P�$�

� -
�"���������
1-�� ������� 677#� ����677$���N�-
�"�������� ��� ���� ��� �!������ �)�
�
.-D�

��������� ����������E� ��� ��N�-
�"�������� �)� ���� ���� � -
�"�������� �)� �	���� <(��� ������%�

���������(���
� 
��������)��	�P��* 
�������!+�
�
.�������������!+�5��7Q��(�����������������&�

N��(� �(�� �!��
������� �(���
1-�� ������� ����������� �)��	�P� ��� �!
�"����� ��� �(����	��� ����'�

��
�$� �������� @3�"�� ��A�� B��  
� ����� �(��� 5��7� 
� 
������ 677#� ���� 677$� �* 
��������	�

���� �������+��)�6�
E�!������������6�
��(
��"(��	�P�������������<(�����������������N��(�,.<-���

�/.�������(�N�����3�"�
�����B�����E�����(���!�������)�
1E�(�"(��

;����������.
������������

��� �(����	����������
��������!��(�)
����!�������)�5��7-���������
� 
��������)�677#��������

677$� 
�����
������� -
�"���������)� �������� ��� ��N�5��G������Q���N�-
�"���������)�677#��#�

����677$�"���������(����	�P��������
�������)
����(�����!���������)�����
���������������!+��$�

6�
�����(�"(�
� 
�������!+�5��7������
�
1��* ���
�E�
�
.������������E������(�����
� 
�������D�

�	������������������677#�����677$���N�-
�"�������E�!��(������6�
-���� �������N�+E�������	��%�

��N�-
�"���������)�������������	�P�� -
�"����������&�


�
.� ��� �� :�+� ��"������ 
�"�����
� �)� �(�� ���
�������� ��
���� ��� ����
�!����
��� e�	E�%f���'�


�
.��
�-!�����"��������+������  
������!+�
1E�+������"�����(���* 
��������)���
�����"������	�

��������� ��� 
1� ����*�)��������� B�� ���- ��(�"������!� ����� C��� ��
����E� 
�
.� ����� 
�"����������

�* 
������� �)� "����� ��������� ��� ����!�����E� �������+E�  
������ ��"
�������E� ��
)�������

�����(����E���
����
�� ����������
������!
�����
��� �
��e�DE�&E�'f��8�
��N���(�N��(���
�
.����

���������
���� �(���* 
��������)���
�������"����� ���787/������ �������� 
�"�����
��)� �(��677��#�

�(�����
����+�����������677�E�677#E�����677$�� �
����!+�!�����"�����(��
��N�� 
�����
������$�

������ ������ ��NE� ��
���� 
�
.� �))���� (��� ��N�+�� !���� 
� �
���� ��� ��"������+� 
�"������ "�����D�

�* 
�������� 8�N���
E� ��� �� ���
��

�+� ����+���� ����"� ��� �!� ����� C��� ��
���� (�
!�
��"� ���%�

������� +� ��������(������
���������
�
.E�3����:�����	���������)��������
����
� ����(���������!���&�

�������
������!����
����+��
�����
����+�����������!+�
�
.�e�&f��B����������E�
�
.���������!�
��'�

�)��(��.
)��)����+��)��
����
� �����)����
��@�3	�	&�E��3�������!���A��(����
��N���� 
��������	�

!����
���@)�
���
����N�����e�'fA��<(���!�������
��-���)�
�������
�
�"�����
�B��.���������!�
��)����

�(���)����+��2�����
�+����
�
.E�B��.������������e�3�-�2f�������
�� B��.�
� 
�������
����
� ��������

�)��(���
�$2=;�� �
���
�,��
���)�
��
��-���)�
�������
�!���+��(�����e#	f��8�N���
E�B��.��������



���
�

��������������"�����* 
�������e#�E#�f��<����
�:��N���"�E�N��
� �
��(�
���(��)�
����*�� ����)���

��
���� ����������� �)� !����
���� "���� �* 
������� !+� 
�
.�� ���������� 
�
.� !�����"� ������ N�
����

������)��������(��677�E�677#E�����677$� 
�����
���2�,�������)��(�� ���������
�
.�!�����"���

����� ��� �(��677�� 
�����
�������
����&D�'O����������� ��� �(��������������,������� B������
���E�#�

��,��������)��(�� ���������
�
.�!�����"�����������(��677#�����677$�� �
���� 
��������(�"(�$�

 �
�����"�� �)� �������+� N��(� ���+� ���� (��)� ������ B�� (��� !���� ��""������ �(��E� N(��� �(�� 
�
.�D�

!�����"������������������+������"���(��)�����E�����
�
.�������
���:���� ���)���������������(��%�

���������� (��)� ����� ���� �(�� ��(�
� ������
� )�
��� ���� � ���)��� �������� e�'f�� <(��� ������&�

��������� �(��� �(�� �))����+� �)� 
�
.� ��� ��
��"�
� )�
� �(�� 677�� �(��� )�
� �(�� 677#� ���� 677$�'�

 
�����
�E�!���)�
�(�
�N�
:����
�,��
���������)�
���(�� 
������
�
.�!�����"�����������(��677��	�

�����(��
�
.��))����+�)�
����(����������

B���������������(��677�"����E�N���(�N��(���
�
.�
�"��������	��������	�P��* 
�����������

?�� 
���������������� �(���
�
.� 
� 
�������	��� �����	�P� �* 
������E� ������"� ����	��� �������

�	�P� � 
�"�������� ����
� 
1� �* ���
��� 8�N���
E� 
�
.-�� ������� 
� 
������� �)� �	�P� ����#�

��������� !+� 5��7� ������ 
1-�� ������� � -
�"�������� �)� �	�P� ��� �!
�"����� ��� �(�� ��	����$�

��������?���������� )������ ��,����������(��"� �(��
�
.�����������!�����"������ ��� �(���	����D�

 
�����
E�����/(B���* �
�������)����������������
���� (+����������
�������!��N����
�
.������%�

�(�� �	���  
�����
�� <(�
�)�
�E� �(�� �))���� �)� 
�
.� ��� �	��� �
����
� ����� ��� �����  
�!�!�+��&�

����
���E����������!+������:��N��
�"�����
�����
������!+�
�
.���
�������N�
:�!+��!�����	����'�

�����������(���6�
���N�-
�"��������	����* 
�����������!���������(���	��� 
�����
�e#�f��2������	�

N��  
������ ��������� �(��� 
�
.� ���������� 677�� �* 
������E� ��� ������ !��  ����!��� �(��� 
�
.����

����
����+�
� 
�������	����* 
��������(
��"(�����������������8�N���
E��	����* 
�������������������

���������� !+� 
1� ��� �� ����� ������� @��
� �� �!���(��� 
������AE� ��""�����"� �(��� ����(�
����

����
���������(���6�
����������
�
.-�� �������
� 
��������)��	����* 
��������B�������
+E��#�


1�
� 
������677��* 
���������
����+�!+� 
�������"�
�
.�!�����"����677�E�677#�����677$��$�

 
�����
�E���������
����+�!+�
�������"��(��
� 
��������*�
��������	����* 
����������D�

B�)��������)�5��G�(�������
�!�����������"��������787/E�N(�����(��
�����)�5��7���������%�

����
��?(����<���������� 	��� ����
�!��� ��� ����	���������� ��� ���
�������* 
��������)�677�E��&�

677#E�����677$��(������������

����������������
�������* 
��������)�����e�#fE�C�������I���L���'�

��� 	��� �(�N��� �(��� �(�� ���
����� �* 
������� �)� 677� "����� ��� �(�� �!������ �)� 5��7� N��� ������ 6�
-�	�

�� ��������e��f��<(��������
� ��������
�� 
� ��������!�����������))�
���������"
�N�(�����������

���M�
���))�
����������(������������+��)��(������+�������������(�����+�1�
������
����������(�������

 
������� �������� �(�N��"� �(��� 5��7� ��+� 
� 
���� 677#� ���� 677$� �* 
������� ��	� �N�����



���
�


�"�����
+���������E�����N(��(�������������!+�6�
���������N(��(����6�
-���� �������@3�"�
����

&A�� B�����E� ,.<-�/.� �* �
������� ��������� �(��� ��� ��
� �����
�� ����������� 5��7� ��"������+���


�"�������677#�����677$����� �������+��)�6�
��<(�����������������N��(��(��N�
:�!+�<���������

���� ��-N�
:�
�� N(�� �(�N��� �(��� ������� �)� �

;� �.
�� ���
������ ��� �� ��	��� �������#�

��� �
�������(��N���-�+ ����
���E�N(������������)������.
��N�
��������
����!��(���
����e�#f��$�

����"�/(B���* �
������E�N���������� )���� (+������ ����
�������!��N����5��7����� �(��677#�D�

����677$� 
�����
���<(��� ��""����� �(���5��7-�� ������� 
� 
������� �)�677#� ���� 677$� ���%�

���������!+�����(�
�
�"�����
�� B��(���!�����(�N���(���H(�3E�����������:��5��7�!+��(�������&�

)��������������e'fE�
� 
������677�"�����* 
����������� �������+��)�6�
�e�#f��<(�
�)�
��H(�3�'�

����� ����!��������������(���������
�"������677#�����677$����
�� ��������5��7���	�

B��(���!�����(�N���(���5��7�����!���� ��� �(������ 
�����
� ��������e��fE�N(����N���������

�����!��
������(��������
��������������!�.�"���������)�677���* 
������������
+���� ��*��������

��������� ����
���� ����
�����"� 
�"�����
+�  
������E� �(�� ����
�� ���� �(�� �))���� �)� �(������

�� �����"� ��� �(�� "
�N�(� ����������� e%E##f�� <(�
�)�
�� ��� ������ �* �
������� ��� ���� 
�)������#�

 (+�����"����� ����������E� !������� ��:��N�� �"������ �
� ����"������ 
�"�����
�� �
�� �����$�

�������
��+� 
�������B����� ����!����(�����
�"�����
��(���!���������(��677�� 
�����
�N��(�(�"(��D�

�))����+� ��� ����� N��(� 5��7� !�����"� ��� ��
� �����
�� ������������ ?�� �(�N��� �(��� ��� �(�����%�

�����������5��7� ��������+�
�"��������	�P��* 
������E�����N������
�!���)�
��(��)�
���������(����&�

5��G���"������+�
�"������������
����
� ��������787/E�����(���5��7�����
����+�
� 
������677#��'�

����677$�����5��G�����6�
��<(��� ��� �����������N��(� �(��N�
:�!+�C��������I���L��������-�	�

N�
:�
�� N(�� �!��
���� �(��� 5��7� 
� 
������ 677� �* 
������� !+� ��N�
�"������"� �������

�
����
� ����e��f��8�N���
E��(���))�����)�5��G����677���* 
��������������
���������� (+���������

����
������� !��N���� 5��G� ���� �(�� 677��  
�����
� (��� !���� �������
����� ��� ������ B�����

����
� ��(�"������!� ����E� 677�� �* 
������� ��� ���������� !+� �(�� 
��� �����E�N(��(� ��������� �)��#�

�(
���"������������"���
�E���
�E�������
/�e#$-#&f�� B��(���!�����(�N���(���5��G�����
������$�

��
����+�N��(��(��
��;� 
�����
�����������������������������* 
������E�������"��������������������D�

e�$f�� B�� 787/� 
��(� (�����"���� (���� !���� ������)���E� ������ 
�#� �
� 
��(Q� e��E#'f�� <(���%�

�������� 
�"�����
�� !���� ��� �(�� 677��  
�����
� ���� ��������� 677� �* 
������� e��E#�E#'f���&�

��(M��
/��
�"�����
��������!�� ����!��� ����
�����������������"�5��G-�� ������� 
�"���������'�

�)�677�����787/E����(��"(�����
��������)�5��G�N��(��(��
�#M
��(Q� 
�����
�(�������!�����	�

�������"��������787/������

.� 
��������)� �(��677�"���������
�
1��* ���
�� ��� 
�)�������!+��� ��
���(�������)����

787/����(����������������� ��(������������?��(���� 
�������+��(�N���(���
1���(�!����2(�"�����

��*��� �+��(����� ���� 
�'?- (�"�� 
������� e��f��<(��� ����+� 
���������
�� ����"(�� ����� �(�� (�����#�



�#�
�

)�"(���"��"������787/�����8�2������� �����������N������!���(��(����(��(��������������������


�� ������������(�!����787/���(���������������������������<(��E� ���
�����"�
1� 
��������������

��)������  �������E� !+� ����"� 
1� ����
�� �
� 6-�
"������ �
�������� e$	fE� ��"(�� 
� 
������ �����

����
���������
���"+�����������(�������� ������)�8�2�!+��������"��(���N��:�+���
�������)����
��#�

�)�787/E���(����������2�*���+��(�������$�

�D�

��	����
��������	�����%�

�&�

���	����
��	����������!
��'����'�

2�
����� ���� ������������� ��� �(��� ����+��
�� ������� ���<�!���2���<(��787/�1�$%�8%��	�

��
����7�6'���e$�f�N���������(
��"(�����(������+��<(����	���������	�P����"������������������

�(����	����	�P����!����������"���
�����)
��� �(�� �
������
����7�6'���N�
�������
���������

����"� �(�����-��� ��/.-!��������(��� e$�E$�f��9�������N�
����
�)����!+��/.� ���������� �(�����

������)��(��"��������!+�,������������
���-������/.�@,.<-�/.A�������)�
�����:��)��* 
��������#�

�)� �(�� "���� �)� ����
����� <(�� ��
�$� ������� ��
���� (��� !����  
�������+� ����
�!��� e��f�� 3�
��$�

��� ����������������+��������/(B���* �
������E��(����	��E���	�PE�������
�$�"�����N�
���D�

�� ��)����N��(���(�"(�)������+� ��+��
����@�)*$	E�B����
�"��A����������������
��(������
����)��%�

�(�� 	�	(�  
�����
� ����� �� ��N-�� +�  ������� ���������"� �� D-(��������� ��"E�  ���8���E��&�

 ���9+�8����@B����
�"��AE��
� ��� �����@<�!���2�A���
���
� ��
������ ��������������
���'�

��������������  �������
+�<�!���2���2�,�������)��(���������"����N����(��:���!+�������������	�

��,������"E� ���� ���� �* 
������� ����"� ,.<-�/.�� B�� ��������E� ��� ��
�)+� �(�� ��������� �)� �(�����

�	��������	�P�"����E�N������+�����(�������
�����������)��(�����������
������������
�!���e$#f�����

����* ����������-
�����������)��(����	���������	�P����������
�  ������	�������#�O��)��(�����

 �
���� ��
���E� 
�� �������+� @����� ���� �(�N�A�� B�� � ���� �)� �(�� D-8��� ����� ���� ���(��"(� D-8��-�#�

5��7� ���� D-8��-5��G-�������"� "����� N�
�� ���"(��+� ���
�* 
������ )
��� �(�� 
����!�������$�

 �������� ��� ��� �
����� ��� �(�� N���-�+ �� "����E� �(�� )������  
������� 
�������� �(��
� ��
�����D�

 (+�����"������������������������6��	�
���� ������������
����
�������-
�����������)��(����	����%�

������	�P����������<(��D-8��-
�
.-�������"�"����N����* 
����������(��������������(����(���&�

N���-�+ ��"�������'�

��	�

B���	�	�	�������
0	�'���/6����

�����"��������+��)�7�6'����
����"�������������N���"
�N�����
��"(������979�6�N����

"������� @t��&&$E�5�!��A� ���������"� �	��9�87�72�� <(��  
������
���N�
�� �������� ��� )
��(����



�$�
�

����������������"��
�����$		��9��)��(��
1�����
�
1.-#�@7�;��6�)��2������A�������1�D		�J���

	�	������"
�N��)�
�D�(�����%\/�������1�D		J�����<(�����!�
��)����!�������������(�������)��(����

����!������N�������
������!+������
���������������6����������)��
���
�����	-)���������������

���  (�� (���-!�))�
��� ������� ���� 
���(��� '�%� *� �	&� ��� ��%� *� �	'�)�M���� <(�� ������� N���#�

��  ���������N��(��� ��������@$	��"���-�AE�:����+����@$	��"���-�AE��(��
�� (�������@�$��"�$�

��-�AE�6-�
�!������@	����9��
�	�$��9A�N(����  
� 
������<�����.
��N����*�
����������"��(��D�

<.B� .��"���� j� .
�� B��������� .��"���� @2�"��A�� .
�� �������
������ N��� ����
������ !+�%�

�����
��"��(����D	������'D-N���� �����
����
�@�����:�=����A��)��
�$	-)����������������.
���-&�

)
���N���
��1������
�"
����)����(�.
����� ���N���
���
����
����
�!���N��(�2� �
��
� ��BB�'�

��;+���@B����
�"��A�������b���)�
������ 
���
��@B����
�"��A������)�������������)��	�b��)�
�$	��	�

�������#�\/��/���
���
���������N�
�� �
)�
����N��(����
���
����
����
� �����������)�
���(������

�(����
"������������N���.
�������

�!������� �� +� ���!�
�� �)� �.
�� �)� �(�� "����� �)� ����
���� N�
�� ,�����)���� ����"����

,������������
���-������/.�@,.<-�/.A���� 
�������+�����
�!���e$$f�N��(����"(������)�����������#�

B�� !
��)E� ������
�� ��
���� N�
�� "���
����� )�
� ���(� "���� �)� ����
���� !+� �� ��)+��"� "��������$�

�
�� )
��� 7�6'��� ��
���� N��(� "���-� ���)���  
���
�� ����"� 7  ����
)� 9����
�+���
j��D�

� ��	�
��'�@7  ����
)A����������
����
���N��������"���
�����)�
��(��(����:�� ��"�"�����
�;���%�

<(��� ��
��� N�
�� �� ��)���� ��� �(�� 7  ����
)� 9����
�+���
j� � ��	�
��'� @7  ����
)A��&�

�  �
����� ��� �(��������������������� )�
� �(��������
����
�����6�������)�"���-� ���)����.
���'�

N�
��,�����)����!+������"��(��)���
���������
�����"� ������)��(����� ��������(����

�� �����"��	�

������
����
����<(��
��������
�� 
������������(��
������!��N�����(���� +����!�
��)��.
���)����

�(��"�����)�����
���������(���� +����!�
��)��
�;��.
�E������* 
������N(���������������������

 �
�����"��
����������� �(���������!�������)�
� �(��N���-�+ ����
����7�6'����
������������
�������

N��(����
1��* ���
���7* �
�������N�
��
� �������(
���������������������� �������+���
���
���#�

������
������������<�!���2����$�

��D�

/�

���
	�����������)��	������%�

<(�� � ��(������ ����� ������ 8��-&� ���� 8�6�� N�
�� ����������� ��� �979-87�72� N��(��&�

�	O3/2M�		������M��� ���������M�		��"M�����
� ���+��������%\/�����
�$O�/1���8��-&��������'�

@�	D������� �
�N���A�N�
�� �����������*-N���� ������@
���A����������
���)�
�%-�	���+���B)�������E��	�

������N�
�������������)�
��#�(�N��(����+��:������*�@���(��!�������)
������
��E�.��:)�
�E�B6AE����

���������"��)�(�����B3
-��@$	��"M��AE�<
3-	�@�	��"M��AE�����B6-�
�@$��"M��A�����������
1�����

�+��(��������������,�����+�
1� 
����������8�6��������N�
���������������#-N���� ������@�	$����



�D�
�

�����MN���A�����"
�N��)�
��#�(��2�!��,�����+�������N�
��N��(��E�����������)�)
��(���� �������

���������������)�����!�������N��������� ��� �(��N������/�����N�
�� ��)������N��(��	%�!����
�����

 �
�N���E�N��(�����N��(�����		��9��
�$		��9�
1.-#�)�
�D�(���)��
�#�N��(���N��(��������2E���

������ N�
�� )�*��� ����"� �� ��� ���(����� )�
� �$� ���� ��� -�	\/� ���� �������� N��(� �	O�5������#�

���������@2�"��A�)�
��	������<(�����!�
��)���(�
����!����
��� �
������N�������
����������"�$�

�(���*��I������#���)�N�
��<(��<<22��������)��������������(����
�5���
����eDf��(����������������D�

��"����������
������%�

�&�

/���'�	����''���!����!�	�	����'�

<(��  
���
�� ����� ��� �� ��)+� ��
"��� �
�� �
�� ������� ��� <�!��� 2�� ���� 3�"� 2��� <(���	�


����!������ ���������������"�D8��-5��7E�D8��-5��G�����D8��-
�
.�N�
�������
� �
��������

����� �(�� 
�� ��������������� ��� ������ �������  
������ ����
)�
������1��
��"(�� �����
��� �)� ���(����

��
���� ��� 6���������N�
�� �������� �M�		� ��� �$���� �)� )
��(��979�������� !�))�
���N��(����

8� ��� @�	��9AE�N��(��
�N��(����$		�b9�
1.-#���
�������* 
�������N��� ��������N��(�	�$��#�

�96-�
�!��������)��
�D�(��
���)�"
�N�(�N��(��(�:��"E� �(
������� ������ 
��� ��������N����$�

 �
)�
���� ��� ����
�!��� !+� 6������� ��� 	��� e$DfN��(� ���"(�� ����)����������  
�����-�
���D�

��� ��*���N�
�� �
���-���:���N��(��O� )�
�����(+������ 
���� ��� �
���
�� )�
��	������<(����%�

������N�
�� ��������!+�����
�)�"������@#$		�*�"E�%����E�#\/A�����N��(����N����N��(��������2���&�

�������N�
�� 
���� ������ ���	�%�����)� �+����!�))�
� @�	��9�<
��� 8&E�$	��9�
�/�E��	��9��'�

7�<�E� �	O� ���
���A� ���������"� �+��;+��� @�	��"���-�A� @2�"��A� ���� ����!����� �	����� ����	�

�%\/��	�%�����)���*�B��!�))�
�@�		��9�<
��� 8&E��		��9�
�/�E��O�B"� ���/�-D�	E�	�$O�
�����

���*+�(�����A� ���������"� �� �9� �923� N��� ������ ���� ��� ���� N�
�� ����!����� �$����� ������

�%\/�� <(�� ��� ���� N�
�� ������� ��N�� ��� ���� ���� ���������� )�
� �$� ���� ��� $	O�  �N�
� �������

����!����� ��� ���� )�
� ������� 2����������N��� 
� ������ ��� ������� 	�%���� �)� ���(� ��� ��� N����#�

���
������-&	\/��$	�b���)����(���� ��E������)�
��(��B
��<��
�E�N�
������!�����N��(��		�b���$�

�)� 
���������C����������@�D�b"� 
���������CE�2�"��E�����		�b��<7A�)�
���(��
������%\/�����&��D�

(��
�����D%\/����
���
����
������:��"��<(���
��N��� �
�)����N��(��(��:���=��,���:�@=��"��A���%�

B����� 
��� ��������N��� �
)�
����!+������"�����-8������������������������!������@	���b"E��&�

2�"��A�� <(�� ��� ���� N�
�� �(�:��� ���N�+� �� (��
�� ��� 
���� ��� �
���
�� ���� �(��� #	� b�� �)��'�

N��(��� 
������5��� (�
����@2�"��A�$	O�N���������������(���� �����������!�������(��
�����	�


������� �
���
���<(��!�����N�
��N��(����N����N��(������)���*�B��!�))�
�@$������(�:��"E����

�(�������
�)�"������'$		�*�"E������AE� �N����N��(������)�/(B��N��(�!�))�
�@�	��9�<
��8/�����

 8&E��$	��9�6�/�E����9�7�<�E�	�$O�B"� ���/�-D�	E�	�$O�
�����*+�(�����A������N�������

N��(� ����� �)� <7� !�))�
�� <(�� !����� N�
�� 
���� ������ ��� �		� b�� �)� �������� !�))�
� @$	��9��#�



�%�
�

<
��8/�� 8&E��	��9�7�<�E��O�2�2AE�����!������$��������D$\/E�����
�)�"��������'$		�*�"���

)�
������E������(����
 �
�����������������"��(�������� 
��� �������@B�A��
��N�
��������������

��� 
���
��� �(�� �
������:��"�!+� �����"��		�b�� �)�  
���������C� ��������� ���� ����!����"� )�
� ����

(��
�� ��� �%\/� ���� &� (��
�� ��� D$\/�� <(��� ��� ���� N�
��  �
�)���� N��(� �(�� =���,���:� :���#�

@=��"��A� !�)�
�� !���"� �� ��)���� !+� ,�/.� )�
� ����+���� N��(� �(�� B
��<� �
�� ��� �(��$�

7  ����
)� 9����
�+���
j� � ��	�
��'� @7  ����
)A�� 7* �
������� �
�� 
� ������ �� ��� �� ������D�

���� �������+���%�

<(�� 
�������� ��
��(����� �)� �
�� ��
"���� N��� ����������� ��� )����N�� )�
� ���(�  
������� �(��&�

 
�����
�� �)� ����
���� ���N���� ��� �� ���-� ���)��� �
�;� ���
�"����� 
�"����N�
�� �� ��)����N��(�'�

� ���)��� 
���
�� @<�!���2�A��3�
� ���(��
�� ��
"��E�N������������� �(�� )����N��"� 
�������
���	�

�� +����!�
�����(�������� 
��� �������@B�A��
��)
������M��
���� +����!�
�����(��B
��<����

�
��)
��������<(������(�
�����N�����������N��(��(��
������!�������)�
��(�����-� ���)����
�;����

���
�"����� 
�"���� ��� �
��
� ��� ���������� ���-� ���)��� ����
������� @@B�MB
��<� � ���)������

��
"��AM@B�MB
��<�
 ��AAQ��(���N����(��D8��- 
������
������<(����(�������
����N���������������#�

)
��� �(��  �
���� ��
���� 7�6'��� ���������"� �(�� �� �+�  ���9+�8���� �����
Q� �(��� N��� �(���$�

D8��-����
���
������3�����+E��(��
����������
��(������)��
����
"����N����(��
������D8��- 
�������D�


����MD8��-����
��� 
������ 3�
� "
� (��� 
� 
����������� �(��� 
�����N�������� ������	-)����� B�� �(����%�

N�+� �(�� !��:"
����� ��� ����������� ���� �(�� ������� �!������� 
� 
������ ���+� �(�� � ���)����&�

����
�������!��N�����(��D8��- 
�������)�����
��������������
"��� 
�����
��I������(�"(�
��(����	��'�

@�N���� �(�� ����
��� ���������"� �)� �(��  �
���� ��
���� 7�6'��� ���������"� �(�� �� �+��	�

 ����+�8���� �����
A� ���������  
������ !�����"� ��� �(��  
�����
� �)� ����
����� ���  �����������

����
���E�!�����"��)�
�
.��������N���-:��N����
"���#�
;�e�Df�"�������������)�#	�����!�����"����

�)�5��7�����5��G�����(���	�;� 
�����
�e'E$%f�"����
�� �������+���������)��D������&�����

��#�

 	�	��	�����$�

2��������� ������ N�
��  �
)�
���� ����"� �(�� 2�������� ������ 3�
��E� �(�� 2�������� ����� N����D�

 �
)�
���� ��� ��� �
�� ������� )
��� �(��N���� �+ �� ��
���� ���� ���(�������� �
� ��� ����������%�

������� N��(���� 
1.-#�� <(��E� ��� N���  �
)�
���� ��� ��� �
�� ������� )
��� ���(� ������� �
��&�

��� ����������������N��(��������N��(�
1.-#���'�

��	�

 �!!��	����7�)��'�	�������

1������ %�2�,�������)��(���
��)
�"��������������/(B���* �
��������E���,�������)��(�����

�	�P� 
�����
E��E���,�������)��(���	��� 
�����
E�/E���,�������)��(��677�� 
�����
E��E����

��,�������)��(��677#� 
�����
E�7E���,�������)��(��677$� 
�����
���

�N������������(���#�



�&�
�

����������)��(�� 
���
�������)�
�/(B���* �
����������*�������������(�� ��������
�
.�!�����"���

����������

���

��#
�� %�2�
����E� �������E��������"����������������������(������+��#�

�$�

�4��J
����'��	��D�

?�� �(��:�������5�

����
� )�
� �*�������� ���(������ ����������� ��� �����
�����"�������� ��
����E�%�

����5
�"�
+�R�!�����)�
�(�� )�������������������������������(��������
� ����&�

�'�

6�)���������	�

����

���C�
�����9��@�		#A�B�)�������!+�2(�"����*��- 
������"��
�#����#�	�������������
���N��9������

������(�����D����%-��������

���9��������<CE�R�
����C5E�������!�
"�92E�C� �
�R��@�''$A���"��������������)�����
��+����#�

�))�������������
��������"�����
�������
�!����
���� ��(�"������
���
���������2������$�

2���'����DD#-�DD&���D�

���7�������2RE�2 �
������IE�5�
���R�E�2(���2E�9�������R6E��������@�			A�<(���������)�����
��+����%�

�))��������@677A-��������
�"�����
�����
�����* 
��������)�!��(�677-��������-677-�&�

����������
�������)����
���������
� ��(�"�������������
�(���

(�"����
�#����#�	��������'�

B�)����B�����D&��D��$-D��D���	�

#��8���:�C.E�.�!������/6E�9����
�CRE�3�N�:���R?E�9�������R6�@�		�A�B���
��������)�6�
�������

�(��677$�@���A�� �
����)�����
� ��(�"������
�#����#�	�������B�)����B�����%����&#-�'������

$��2 �
������IE�9�������R6E�����(�+�.9E�3
��:���5E�/
�N)�
��R�E��������@�			A�������������)����

����
� ��(�"����� �
�#����#�	� ����� @7�7/A� 677�� ���� 677�� � �
���� !+� 6�
�� 9����#�

9��
�!�����&��%&�-%'����$�

D�����"�?E��������R6E�5
���(����2E�6��HE�I����������E�������� @�		#A����������"���
���������D�

�+�������������)��������������+�����)��� ��(�"������+����������
���
���������2�����2��%�

���	����$'%-�D	����&�

%��<
���RRE�?��)����7�E�?��"��E�.����RE�5���+��6�@�		'A�/���
�����"���L��������
�"���������'�

�)� �+ �� BBB� ���
������ ��� ����
�(����

(�"��� �
�#����#�	� ������ <
�����9��
�!���� �%���	�

�D�-�%	�����

&���(����2E�.�����<E�C��������@�	��A�8����"� �(�������"��� ���-�
����
� ����������� ���-���

�
������������ ����
��� ��� �����(��"������))����"� ��(�"�����<
�����9��
�!�����'����%-���

��#���#�



�'�
�

'��8������� 3E�C
���7E� /�  ��� RHE� 6��
��*�/E�H�
������ 7E� ��� ���� @�		#A�5��7� @H(�7A�� ����

������ ��������
� ��������� ��� �(�� 
�� ����� ��� ����� ����
������� ��� �
�#����#�	� ��������

9��
�!�����$	��D�-%�����

�	��9��UE�.��(�
��8E�<��:�
��6E�/��N�+�<E�3����
�R?�@�		�A�/����!�
������
�"���������)�#�

�
�#����#�	� ����� "��������-�� ������� ����� 
���������� !+� �N�� �
�/-��:�� 
�"�����
�E�$�

5��G�����5��?�@H(�?A��R������
�����&#��%		�-%	����D�

����<��:�
��6E�<��:�
�
E�9��UE�3����
�R?E�9�
�����.6E�������� @�		�A�5������)��(��5��G-%�

5��?�
�"���������
�#����#�	�������R������
�����&$����'	-��	���&�

����C��������I���L��2E���
"(��;�<9E�?(������<2�@�		&A�/(�
����
�;�������)��(���
�#����#�	�'�

�����1�$%�8%�2�:���5��7�
�"������R������
�����'����&D&-�&%%���	�

����<
���RRE�.����RE�3���:(�
���E�9�����
�2�E�G��GE��������@�	��A�<
����
� �������
�"�����
�����

�)��(��5����������
������������
����

����!+��))����
� 
�����-�������"� 
� (�"����������

����
����+�����
��� �+ �� BBB� ���
������ �������
�(���

(�"����
�#����#�	������1�$%�8%�����

9���9��
�!����&	����#'-��D$���#�

�#��9�
�����E�2(���;��<E�H��������<E�<����:��
E�
�"�+����CE�������� @�''&A��
�)������)��$�

��
�������"���)�������
+-���������-��)�������
+��+��:�������� ��������N��(�(����+�����D�

�
������+��
������������!������1�$%���)��������/+��:�����	��$##-$#&���%�

�$�� �
���*� 3E� <�
"���� R�E� 6�������� /E� 9�
�������� 99E� .�!�������� �E� ��� ���� @�''&A��&�

B�)�������
+� �������
�� ��� �
�#����#�	� ����� 1�$%�8%� (���

(�"��� �������� �����'�

(����+���-�
������+��
�����������
�B�)��������R��%��&''-'	#���	�

�D�� ?����
(���� 2E� 8�
���"� <E� <������� 9E� 5���
��� �E� 1!�
(�))�
� 9E� ��� ���� @�			A����

B�)�������
+� ���� ��������"�����  �
�����
�� ��� �(���
��� N��(� (�����+���� �
��������

�+��
���� @8�2A� ���� "���
�����
����- ��(� (+�����"����� ���� ���"������� ����������

/+��:��������&��-&�%���#�

�%��5�!�
����E�9�5����RE��:(��
�9E�9���;�56E� 
�N���� R/E� ��� ���� @�		�A�*������	������$�


������ �
"������ ��(�!���� ���
��� �*����  
��������� !+� ��:�
+����� ������� �� ��
���"+� )�
��D�

!����
������
��������
���
���������2�����2��'&����&##-��&#'���%�

�&��9�:(� ��(+�+��E�U(��"�9E����;+:�6�E�6�.�����.�E�2��
;�5�@�		#A��
��������
������)��&�

�(��
�
.�����3�
�
�"�����
������(���
�#����#�	�������
����
� �������
�� ��������
���������'�

���
�"���� ��������
���
���������2�����2����	���%#$-%$	���	�

�'�� R�������9/E�I������� R�E�<��*��
��9E� 2�
����� 69� @�		$A�
�N� "����� �� �������� ��� �(�����

 
��������� �)� ����
�!�����+� "
�N���
�#����#�	� ����� �"������ ���
��� �*����� R�����/(������

�&	���D�D-�D#������



�	�
�

�	�� .�������� ��E� ��!�(�:� B6E� �
:��� ��E� ���� 7RE� 5��)���� 92� @�		$A� �����������
+���

����!������ �)� ���
�"��� �*����� ��� !����
���� ��� �
������ 
������
������� �)���

�
����
� ����������N�
:����6�2�/�� ������������$$����

����9�
����.E�/��))��
�9E� 6� ���"�
���E� 3�������� 6E����
����� �E� ��� ���� @�		�A�/+��:���-#�

��������������
����*���� 
�������������������!���
1-�+��(�����.
�����������(�����$�

���������������������:��)������������!+�"����������/����
��
�����$��-$�&��D�

���� I�
������9E� ��� 2�!���� <E� 8���
�� <E�9�
���� /E� 5�!�
�� ��� @�		%A� 
��
��� �*���� ��(�!����%�

2(�"�-��*����+��(�����!+�����
�(���

(�"����
�#����#�	��������
���
���������2�����2�&�

���	#���	�''-�	�	#��'�

����C������5E��
�N��UE�.�!����.6E�.�!�
�������E�?���N��:�R�@�''$A�B�����!������
����*�����	�

�+��(�����������+������* 
������� �����(�������������� ��(����������� ����E�8<-�'���
�R����

�(�
��������D���&DD-�&%������

�#��<�������BE�
�"����CE�<�"��(��CE�.��"�6E�9�
��8E�������� @�		�A�B��
��������(�
�����������

/���-�� ������ ������� !+� ���
� ����� �)� �(�� �#��������#��� "����� ��� ����
�(���

(�"����#�

�
�#����#�	������1�$%�8%��B�)����B�����%����$'&-�D	D���$�

�$�� 2(��� 2E� /�������-/�
���� 9�E� 3����
� R?E� /
�N)�
�� R�E� �
��:��+� /E� ��� ���� @�		�A� ����D�

��������
� �)� "��������� ����
!�*+����� "����� 
�"������� �(�� �* 
������� �)��%�

����
� ��(�"����� ��
������� "����� �(
��"(� ����
��� �)� �(��  ������-�������� 
�"�����
E��&�

��
��9���9��
�!����#�������-��$	���'�

�D�� 2�+��� �CE� 1���� /E� 3����
� R?� @�		%A� <(�� �
�#����#�	� ������
�/-)����+� 
�"�����
���	�

5��G� ���� 5��?� ��������� �	��E� �(�� ����
��� ��������
� �)� "��������-�� ������� ��������


�����������9��
�!�����$����$&#-�$'������

�%��3����
�R?�@�		#A��
�#����#�	�����������
������������������)����������
������ (�����
���.������

9��
�!�������&'&-'	%���#�

�&��?��"��.E����
����R2E��
�"(��9�E�9���
���E�.�!������C2E��������7���
� ��(�"����������$�

����
�(����

(�"����
�#����#�	��������������
����!��
���������������9���9��
�!�����D�

&	���#�	-�#�&���%�

�'��<��:�
�
�E�6���
���
7E���*���.E�8���(��"��9B� @�	�	A�<(�
�`��
1����  ��"�
�
.E� ���&�

"��!���
�"�����
��)��(��!����
����
1���
����
�� ������<
�����9��
�!�����&���#'-�$D���'�

�	��2�+����CE�3����
�R?�@�		'A���%$	�! ������
+�����"
������
�"������
�����"��!�������
����)��	�

�(���
�#����#�	������5��7������
����������
�"�����
��9���9��
�!����%����#�$-�#$	�����

������
��
�97E�9���(�����E�3
����E�2���(��5E�5���+��6�@�		$A�<(��677�� 
�����
��)
������

!��(� ����
� ��(�"����� ���� ����
�(���

(�"����
�#����#�	� ����� ���� !�� ���������� !+����

��
/-��:�� 
�������)
������(�
��
"�������R������
�����&%��#$&-#%����#�



���
�

����2 �
������IE�6��/H/E�C� �
�R��@�		�A�=��
��-������"��
�#����#�	������
�"�����
��������


�"�����
� �)� �(�� 6+�.� )����+� ��������� ��� �(�� 
�"�������� �)� �(�� ������ �)� ����
��+�����

�))�������� ��(�"������+���������������
�(���

(�"����!������B�)����B�����%	���	&$-��

�	'���#�

����2 �
������IE�9�������R6E�
"�+���?E�2(���2E�C� �
�R��@�'''A�=��
���������"�����
����$�

�* 
������� �)� �(�� �+ �� BBB� ���
������ "���� �
����
� ����� ����  
������ ���
������ ���D�

����
�(���

(�"�����������
� ��(�"������
�#����#�	��������
���
���������2�����2���%�

'D���$�'D-�$�	���&�

�#�� 6������ ��E� C� �
� R�� @�		'A� ����-�
����
� �������  
�������"� �)� �(�� 677#� � �
��� ���'�

����
�(����

(�"����
�#����#�	�������9���9��
�!����%����%�-�'	���	�

�$��<��:�
�
�E�8��:��95E�/��
:��<�E�/
��:�R/E�/(���
��5E��������@�		&A�<(���
����
� ����������


� 
����
� 
������
�
.�����������
����*������
����+���	���e�3�-�2f�������
���6�2�1���������

��D�������

�D�� ��
�
��"�� R�E� ����������
� �9E� 8�� (
+�� 92E� 2 �
�� 2� @�		'A� 
�
.� ��
"���� ��� �(���#�

�
�#����#�	������"���������N�����"(��� ������
����,������
�,��
������� )�
�!�����"��$�

������
����)�
�
�
.�����(��
�"���������)��������+��9���9��
�!����%���D&	-D'#���D�

�%�� ����������
� �9E� 2 �
�� 2� @�		DA� <(�� �&�7� @�
�$A� "���� �)��
�#����#�	� ����� �������� ���%�

���
����*���-�����������
����
� �������
�"�����
��R������
�����&&��&%#-&&����&�

�&��3����:��
E�2 �
��2E��
�N���"��3E�2,��
���E�1��
����<?E��������@�		%A�<(��
�
.�
�"������'�

�)��
�#����#�	������C-��� ���������"������������"� �(��(+!
��� ������
� 
���������� �(���	�

 �
� ������E�
�� �
���
+����
����
����������R������
�����&'��##�	-##�%�����

�'��<(�� ����C9E�.(������I�E�5���������2�@�		%A�2�"��7�
�"��������������
�"�������!+������

������.
������
�#����#�	�������R������
�����&'��#�#�-#�$D�����

#	��2�(N�
�;�/RE�5����R6E������(:�N�:��<E�6��(�
�/E�.�;��:��3RE��������@�		�A�B��.E����3�-2��#�

������
-���������"��
����
� �����)����
E�
� 
�������* 
��������)��
�#����#�	������"������$�

�������"�3�-2�������
������!�+� 
���������
���
���������2�����2���'&���#&'$-�#'		���D�

#��� 5���� R6E� .�������� �E� 6��� 9E� �������
� 3.E� C���+� �R� @�		DA� B��.-�� ������� "�����%�

�* 
����������:���
��-��� (�
�������
������!�+�����(������
����)�1�-
�"�������"���������&�

�
�#����#�	�������9���9��
�!����D	���	$&-�	%$���'�

#��� H��� ?2E� 6��� R8E� 6��� C/E� .��� R8� @�		DA� B��.� ����� ��� ��� ��������
� ��� 
�� ����� ����	�

�*�������� ��
���� )�
� �(�� 
�-�� �
��� �������"�3�-2������!�+�  
��������9���9��
�!�������

D����	D-��&�����



���
�

#����!��8E�9�+�(�
���E�1�(����<E�<��(�
��CE�1"�
��HE�������� @�		&A�5��!���
�"��������!+���

(�
�;������+� �
���)�

��� 
�"�����
�� ����!���(��� �(��  ��(�"������+� �)��
�#����#�	� ��������

�
��.����$���$-�&����

##��9������� R6E���

����9E�/�
������9�@�		%A�7���
� ��(�"����� ��������
�(���

(�"���#�

�
�#����#�	��������
�������"����
�"���������B�)����B�����%$��#�''-#��	��$�

#$�� 5���;-���
��� 15E� C� �
� R�� @�''$A� ��  ������-�������� 
�"�����
+� 
�"���� ����������D�

�(
����������	�;��* 
��������������
� ��(�"������
�#����#�	�������B�)����B�����D���%�

�%D%-�%%D��&�

#D��9�������R6E�7�������2RE�2 �
������IE�������!�
"�92E�C� �
�R��@�'''A�<(����
�
�"������)�'�

����
� ��(�"������
�#����#�	��������������)���������)���
�"�����
+����������������������	�

�
����
� ���������������
E� �(���������)�����
��+����))��������@677A-��������
�"�����
����

@6�
A��9���9��
�!���������'D-�	D�����

#%�� ��
��
� 97E� 9���(���� �E� .��� �RE� 3
��� �E� 2���(� �5E� ��� ���� @�		#A� ��
���� ���� ����
�������

�
����
� ������� ����������� �)� ��
������� "����� !+� ��� �
�/-��:��  
�����E� ��
�� )
����#�

����
� ��(�"������
�#����#�	�������9���9��
�!����$#�����%-�������$�

#&�� <�!�� <E� 2�(�����:� 5CE� 2�(��� BE� ����������� I8E� ������� R6� @�''DA� /�����"� �����D�

�(�
����
�;�������)��-
%�DE�"�����
�,��
���)�
��(���
����
� �������������������)��-
;�����%�

����
� ��(�"������
�#����#�	�����9���9��
�!������������'D�-'%$���&�

#'��B+����2E�?�����!��8�@�		#A�����������))������)������ ���
�#�"���������* 
��������)��(���'�

������ �)� ����
��+��� �))�������� "����� ���� ��(�
����� �)� ����
�(����

(�"����	�

�
�#����#�	������1�$%���8%����87 -���������9��
�!�����$	����$%-�$%������

$	��5�!�
����E�/(��"�HE��:(��
�9E�9�
��+���E�����!�
"��.E��������@�		#A��
���������
�������

�)��
"������������������������)����������R�B��������%�����	'-���%�����

$���1`�
�����1E� 6����+� <�E�/(���97E�.��(���� 2?E� 3�
���� 2�� @�'&�A��
�#����#�	� ������#�

	�$%�8%� ��
����� �����������N��(�(����

(�"��� �������� ��� �(���������2������ 
������ ���$�

2#�����	���
������	����@28B5�A���:���+����*����6���������%	����D�

$����������/E�I�����RE�6����
-6��!�
���E�3��
���E�C;
�����:��9E��������@�		#A�5��!����� �����%�

�)�����
��!��)������)���+�������
�#����#�	������C-���"�����* 
��������9���9��
�!�����&�

$���D$'-D%#���'�

$��� ������:�� C�E� ?����
� �6� @�			A� 1��-��� � ������������� �)� �(
��������� "����� ����	�

�
�#����#�	������C-�������"��/.� 
���������
���
���������2�����2���'%��DD#	-DD#$�����

$#��6�
"��<9E�?��:�2<E�?(������<2�@�		$A�I�
���������������
��������������"��(�"����*��-���

 
������"���������)� ��(�"������
�#����#�	� �������  ��7���
���9��
�!����%����#'�-���

�$		���#�



���
�

$$�����2�!����<E���
����HE�I�
������9E�5�
�
����� R�E�5�

����
��E� ��� ���� @�		&A���))�
���������

�* 
������� �)� 
�'?� ��
������ ��� 2(�"�� ��*��- 
������"� �
�#����#�	� ����� !����"��"� �����

��
� ��(��+ ���������/��9��
�!�����$#���%D-�&D����

$D��6�������E�R�!�����5E�5����������@�		&A�3��UE��� )��"����
� 
�"�����
E� ������ �(���
���
�����#�

!��N���� �������+E� (�����+���� �* 
������� ���� ��
������� ��� �(�� �������  ��(�"�����$�

!����
����P����#	���
��9���9��
�!����D&��$�D-$����D�

$%�� <
������� �E� I����� �E� ��� /����� 9E� 3������� 9E� ��� ������ �� @�		�A� 3����������%�

�(�
����
�;������ ���� 
�"�������� �)� �	�PE� �� "���� �������"� ��� �
�/MG+�2-��:��&�

�
����
� ���������������
��)��(���
�#����#�	������"�����������������
!�*+������+������R�'�

�����
�����&#���D	�-�D�����	�

����

1������
����������

����

1������%��#�


��
����*������(�!������(�������)�7�6'�������(��(����������������� ��(����������������8��-&���E��$�

5������ ����
������� �E� ���!�
� �)� 7�6'��� ������ ��(�
����  �
� 8��-&� ����� ����
����� ��� �$��D�

���
���� ���)�������p�.u	�	$E�pp�.u	�	����� �
�������(������
���N��(��������(�
�
1.-#���
��%�

�+��:�����@2�������������A��/+��:��������������
12��+��(����������(���
1� 
���������!+��(���&�

���������'�

��	�

1������(����

B�)������� �)� ���
��� �*���� ��� 677E� �	�PE� ���� �	��� "���� �* 
�������� �E� ��(����������


� 
������������)��(��677��(�N��"��(����
����
����
"���;�������)��(�������� �
��������"���������

�

�N�� ��������� �(���
�����������)� �(�� �
����
� ������<(�� ��(���� ��� ���� ��� ��������E��.
���#�

�� +� ���!�
�� �)� 677E��	��E� �����	�P� "������ 7�6'���N��� "
�N�� )�
� D� (� ��� �(�� �!�������$�

@!���:� !�
�A� �
�  
������� @"
�+� !�
�A� �)� $		�b9�
1.-#��I������ �
�� �(�� 
������ !��N���� �(���D�

�!��������.
���� +����!�
��)��(��"�����)�����
���������)��
�;�v�279������
���(��������)��%�

)��
������*����� ��������* �
��������pE�.u	�	$Q�ppE�.u	�	����� �
�������(����
����"
�N������&�

�(�� �!������ �)� 
1.-#� @2������� �� ����A�� ���� @677�AE� �

;� @677#AE� ���� ���� �	�� @677$A� �
���'�

��N�-
�"�������!+�
1E�N(����
�
Z�@677�A����� -
�"������������* 
��������)��
���@677�A�����	�

���(��"�����	��������	�P��
��� -
�"�������!+�
1������

����

1������<����



�#�
�

B�)��������)����
����*���E�5��7�����5��G����"�����* 
��������7* 
��������)� ����@�AE���

�

;� @�AE� ���� @/AE��	�P� @�A� �����	��� @7A� ��� �(��N���-�+ �� ��
����7�6'��E� �(����	��� ������

��	�P� ���"����� �������E� ���� �(�� ��� ��������� �������� ��	���� @(�
!�
��"�  �	��A� ������

��	�P��@(�
!�
��"� �	�PA�"
�N������(���!������@!���:�!�
�A��
� 
�������@"
�+�!�
�A��)�
1.-#�

#��I�������
���(��
������!��N�����(���!��������.
���� +����!�
��)��(��"�����)�����
��������$�

�)��
�;������
��"���������� �
�����"���)�7�6'�����
����;�������		O��I�������
���(�������D�

�)� �(
��� ��� ������ �* �
������� v� 279�E� .u	�	$E� ��E� .u	�	�)�
� �(�� ��))�
���� 7�6'���%�

��
��������� "
�N�� N��(���� 
1.-#� ��� �
��� ��� �(��  �
���� ��
���� 7�6'��� "
�N�� N��(����&�


1.-#��pE�.u	�	$Q�ppE�.u�	�	��)�
���� �
������)����������
����"
�N������(���!�������
�����(��'�

 
������� �)� 
1.-#� @2������� �� ����A�� 677�E� 677#� ���� 677$� 
1-��������� 
� 
������� ����	�

���� ��������)�5��7�����5��G��
1-�� �������������������)��	��� ��� ���� ��������)�5��G����

N(����
1-�� �������������������)��	�P������ ��������)�5��7������

����

1������D��#�

7))�����)�
�
.����677E��	�PE������	���"�����* 
��������7* 
��������)����E��

;E����E��	�P��$�

�����	��� "����� ���7�6'��� @)������ !�
�AE� �(����
�$�������� @��
� ��� !�
�AE� ���� �(�� ��-�
�����D�

��� �����������
�$��������(�
!�
��"� ���
�$� @� ������!�
�A�"
�N�� ��� �(���!������ @!���:��%�

!�
�A��
� 
������� @"
�+�!�
�A��)�
1.-#��I������ �
�� �(�� 
������!��N���� �(���!��������.
���&�

�� +����!�
��)� �(��"�����)� ����
���� �����)� �
�;������
��"���������� �
�����"���)�7�6'����'�

��
����;�������		O��I�������
���(��������)��(
�������������* �
�������v�279�E�.�u�	�	$Q��	�

��E�.�u�	�	�� )�
� �(����))�
����7�6'�����
���������"
�N��N��(����
1.-#���� �
��� ��� �(�����

 �
������
����7�6'���"
�N��N��(����
1.-#��pE�.�u�	�	$Q�ppE�.�u�	�	��)�
���� �
������)������

�������
����"
�N������(���!�������
�����(�� 
��������)�
1.-#�@2�������������A��
�
.��������������

677�E� 677#� ���� 677$� "���� �* 
������� ���� 
� 
������ �	��� ���� �	�P� �* 
�������� 
1-�#�

�� ������� 
� 
��������)�677�E�677#E�����677$�����
1-�� �������������������)��	��������$�

�	�P��
�����������!+�
�
.����D�

��%�

1������E���&�

/(
������������� 
��� ���������I������
� 
�������(��
����������
��(���������
�������������'�

!����� ���5��7� @�AE�5��G� @�AE�
�
.� @/A���
����;���N��(� �(�����-� ���)��� �
�;� ���
�"������	�

�
������N��(���������!������������
����7�6'������������"��(���� �+������
�������������������

�(��9���
���������9��(�������������2�
�����N�
��"
�N������(���!������@!���:�!�
�A��
�����(�����

 
������� @"
�+� !�
�A� �)�
1.-#��I������ �
�� �(������� �)� �N�� ��� �(
��� �* �
������� v� 279�����



�$�
�

I������(�"(�
� �(����	� @�N���� �(�� ����
������������"��)� �(�� �
���� ��
����7�6'������������"���

�(���� �+� ����+�8���������
A���������� 
������!�����"�����(�� 
�����
��)�����
������(� ����

����(�� ������������
���)�
�
�
.�!�����"������"��������(�� ������������
���)�
�5��7�����5��G���

!�����"� ��� #�
;� ���� �	�;� �
�� N���-:��N�� ��
"���� �)� 
�
.� ����5��7M5��G� 
�� �������+��#�


�
.�!�����������������(��677�E�677#E�����677$� 
�����
���<(���!�����"����
��������!+�
1���$�

�D�

1������;��%�


�
.� !�����"� ������� <(��  ��������
�
.� !�����"� ������ )����� ��� �(�� 677�E� 677#E� ���� 677$�&�

 
�����
�� �
�� �(�N������
� �(��
�
.� ���������� !�����"� ����� ����
�!��� !+�<��:�
� ���� ������'�

e�'f������������(��"��(��������������,�������
�� ����  �
�����������
������!������(�����������	�

����(��(��������������,��������
�������N�
�����������
������

����

1������F�����

��(�������)�7�6'��������(��
�"�����
+�������������(��(������ ��(����������������8�6����-6E��#�

5����������
�������9E����!�
��)���������(�
���� �
�8�������������
��������$	����������	���E��$�

��	�P�E� ���� ��
�$�� �
�� �(�� ��6��	�
� ��� ��������� ��������� 9�"��)�������� D�� *� ��D���D�

��(������ ���8�6�������� ��� 
�������!+�5��7�����5��G����� ��(�!�����!+�
�
.������
�
1��%�

�* ���
�E���(�������)����(���
���������(�!���������������
�����(����)��(����
�5���
����(�
!�
��"��&�

�����-)����������<<22�����'�

��	�

1������G�����

.�"�����
+���������

�N������ ������ ��������� �������� ������"������ 
�"�������E� 
�� �������+�����

2����� ������ ���������  (+������ ����
������� !��N���� �(�� 
�"�����
� ���� �(��  
�����
� ������

�������
�����!+�/(B���<(���(����������������������N������������������������������������(�������#�

 (+����������
�������(���!�����������
�����!+�/(B��!��N�����(��
�"�����
������(�� 
�����
���$�

<(����))�
��������� ��������;������������(����	��������	�P��
��� -
�"�����������677�E�677#E��D�

����677$�"�������N�-
�"�����������
�
1��* ���
����E�B���(���!�������)�
1E�
�
.���
����+��%�

���������� 677�E� 677#E� ���� 677$� �* 
������� ���� ����
����+� 
� 
������ �	��� ���� �(�
�)�
���&�

�	�P� �* 
�������� 5��7� ���������� �	�P� �* 
������� ���� 
� 
������ 677#� ���� 677$�� 5��7-�'�

�� ������� 677#� ���� 677$� 
� 
������� ��� !��(� 6�
-�� ������� ���� 6�
-���� �������� 5��7��	�


� 
������677#�����677$����� �������+��)�6�
���	������������)��������
�������Q������������E����

5��7������������	�P��5��G������
��
� 
������677��* 
������E�������"����
� 
��������)�677#����

����677$�"������5��G� 
� 
�������	�������677���* 
���������E�����
�
1��* ���
�E�
1����



�D�
�

!����� ���
�
.�N(��(� ��������,�����+�
��������)
������� ��
"����
����	��������	�P��
��� -��


�"������� N(���� 677�E� 677#E� ���� 677$� "����� �
�� ��N�-
�"�������� 
1-�� ������� �	�����

�����������
�������)
�����  
��������)�
�
.�
� 
��������
1-�� ��������	�P������������
���������

)
�����  
��������)�
�
.-����������	��� 
� 
��������
1-�� �������677����N�-
�"��������#�

��� ���� ��� �!������ �)� 
�
.-��������� ������������ 
1-�� ������� 677#� ���� 677$� ��N�-$�


�"�������� ��� ���� ��� �!������ �)�
�
.-��������� ����������E� ��� 677����N�-
�"�������� ���� ���D�

�	���� -
�"���������%�



�
	�
�
��
��

�

	�
�
��
�
��
��
�
��
�
�
�

�
�
�
��
	�
�
��
�
�
�

�
�	
�
�
�	
�
�
�
�



�
	�
�
��
��

�

	�
�
��
�
��
��
�
��
�
�
�

�
�
�
��
	�
�
��
�
�
�

�
�	
�
�
�	
�
�
�
�



�	������

�
	���������������
�����	�������
��	���	����



�	������

�
	���������������
�����	�������
��	���	����



�	����� 

�
	���������������
�����	�������
��	���	����



�
	�
�
��
�!

�

	�
�
��
�
��
��
�
��
�
�
�

�
�
�
��
	�
�
��
�
�
�

�
�	
�
�
�	
�
�
�
�



�	�����"

�
	���������������
�����	�������
��	���	����



�
	�
�
��
�#

�

	�
�
��
�
��
��
�
��
�
�
�

�
�
�
��
	�
�
��
�
�
�

�
�	
�
�
�	
�
�
�
�



� �



��
�.

��
��
�
��
��

��
�8

��
��
�
��
��

��
�6

��
��
�
��
��

� � �



Le
ge

nd
Fi

gu
re

�S
1

A,
�se

qu
en

ce
�o

f�t
he

�g
ad

X
pr

om
ot

er
,�B

,�s
eq

ue
nc

e�
of

�th
e�
ga

dE
pr

om
ot

er
,�C

,�s
eq

ue
nc

e�
of

�th
e�

LE
E1

�p
ro

m
ot

er
,�D

,�s
eq

ue
nc

e�
of

�th
e�

LE
E4

�p
ro

m
ot

er
,�E

,�s
eq

ue
nc

e�
of

�th
e�

LE
E5

�p
ro

m
ot

er
.

Ar
ro

w
s�i

nd
ic

at
e�

th
e�

lo
ca

tio
n�

of
�th

e�
pr

im
er

s�u
se

d�
fo

r�C
hI

P
ex

pe
rim

en
ts

.�B
ox

es
�in

di
ca

te
�th

e�
pu

ta
tiv

e�
N

sr
R

bi
nd

in
g�

sit
es

.�



 
���!����!�"��#!���"�� ��#�H!���	'!�!	�������	�� �������	��

���!����

#��*((� >	�"� 0���#-#2�
��)?-)�� +
@��	�
�����
�%��*'(,�

������ #��*((�������2����  4	��>A�B�

������ #��*((�������2����  4	��>A�B�

����������� #��*((������������2����C�
��  4	��>A�B�

�
��� #��*((��
���C�
��  4	��>A�B�

������ #��*((�������C�
�� +����	��������
�%����),�

�
�������� #��*((��
��������2����C�
��  4	��>A�B�

�
�������� #��*((��
��������2����C�
��  4	��>A�B�

�#!���"��

����((� �A>��A�0�;����2���� +9DE��
�����
�%��**�,�

������� 4	�4��A�0�;��������� +9DE��
�����
�%��**�,�

����(�� �A>��A�0�;��������� +9DE��
�����
�%��**�,�

����:0�-	��� �A>��A�0�;����&-	�� ����"�2� ���
����� F
/	 �A��
�

����-	��� �A>��A�0�;����&-	�� ����"��� ���
����� F
/	 �A��
�

������ ����:0�-	��??�����  4	��>A�B�

������ ����-	��??�����  4	��>A�B�

������ ����:0�-	��??�����  4	��>A�B�

�
��� ����-	��??
���  4	��>A�B�

�((����� ����((??�����  4	��>A�B�

�������� ������??�����  4	��>A�B�

�(������ ����(�??�����  4	��>A�B�

D#�:��$	#����"��� �� ��

��9$��	�� ���� �������	��

�!9�!!!!!2!2�!9�29���9�!!2!!!!2!!!!�2�9
992!!!!992�� � ���� ����� ��  ��+�,� 2A
� �D� 	A
�AG�������D �
 �

 4	��>A�B�

2!�����!��9�!9!9�!�222�999!9�29�!9!29
2!2�!�29!2!!��� � ��� � �� ��  �� �+�,�  4	��>A�B�

929!92!�2�!!��!���2�9!��!�!9!!!�!9!��!�
!!��9!2��2!� � ���� ����� ��  ��+�,� 2A
� �D� 	A
�AG�������	
�����D �
 �

 4	��>A�B�

!22!2!!22299!2222!�!922999!!!!!!!!�!9!
2!9�9!����2!�� � ��� � �� ��  �� �+�,�  4	��>A�B�

929!92!�2�!!��!���2�9!��!�!9!!!�!9!��!�
!!��9!2��2!�������  � � � ����� ��+�,� 2A
� �D� 	A
�AG�������D �
 �	
� 4��

������D �
 �

 4	��>A�B�

!22!2!!22299!2222!�!922999!!!!!!!!�!9!
2!9�9!����2!  �������� �� �������+�,�  4	��>A�B�

2�!9����KK22�!9!!29���29�!��29�+�,� �������A
	
��	
�����:0�-	���
 4	��>A�B�

222��K�������!��9�!9!9�!�222�9�+�,�  4	��>A�B�

229���K�K2��!2�!!�2�!999��!!9�+�,� �������A
	
��	
�����-	���
 4	��>A�B�

222��K���99�9�2992�9�2!�!22!�+�,�  4	��>A�B�

22K�K���9�9�2�9!!��29�9!!!2�2!9�!�+�,� �������A
	
��	
�����:0�-	���
 4	��>A�B�

222��K���2!22�22�92��!��!!!�!��+�,�  4	��>A�B�

9�2!929�9�92�99��9!!�+�,� 
��������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

9�9!22�!2�!2�992�2�!!�+�,�  4	��>A�B�



99��2���!292�229!!�9�+�,� ����������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

�!!2!9!92!92!29!2!22�+�,�  4	��>A�B�

999�92!9�!!!9!2!��!�9�+�,� ����������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

92�!9�22!2��!!!92!9!9�+�,�  4	��>A�B�

29���9��929!!22�9��2�+�,� ���������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

2!92!92!!!�922!92!2!�+�,�  4	��>A�B�

29!!2!9!29��!99!2��9�+�,� ���������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

2�229!29299!�!��9!���+�,�  4	��>A�B�

2992�2����9�!992!��!�+�,� ���	������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

�22�9292!!���!2�22�2�+�,�  4	��>A�B�

9�9���!!�9�!9229�9�9�+�,� ����������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

!!9!9��!!2!!�!99992��+�,�  4	��>A�B�

29�92!9!!9�!9�9!22���+�,� ����������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

92���92�29!!92�!!2!��+�,�  4	��>A�B�

99!9�9�9!!2�9992���9�+�,� ���	������HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

�229292!9��2!!!9�!�2�+�,�  4	��>A�B�

22!9999�!!2�2!292!!9�+�,� ;��##����A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
+C�
"��������
�,�

!2!��!9!9!����!�2�!�+�,� +C�
"��������
�,�

99!99!!9!!!9�!9���!�9�+�,� ;��##����A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

!2�!��!���!��!2!2292�+�,� +!��������
�,�

9!!!�2!!!!�!�!��!�!��!!�!!!!!�+�,� ;�##���AI���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

�22��!�992�!���!�!2!22�+�,�  4	��>A�B�

�!�9!!!92!!��!!99!!!!2!!!9�+�,� ;�##�"	� ���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

22���!���!2�2��!2!9�!!!!!9�+�,�  4	��>A�B�

292�!292�22�!!9�9��9�+�,� ;�##����A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

2�!!�922�!!99���2!2�29�+�,�  4	��>A�B�

2!99!!�!!9�!��2!!�!!2�+�,� ;���"#���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
+!��������
�,�

��2!!92!22!!�9229!!��+�,� +!��������
�,�

!92!�!999299!!���!��9�+�,� ;���"#���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
+!��������
�,�

2��9��!��9!!�!2��!��2�+�,� +!��������
�,�

229�!!��!�2!2!2!2292!�29�+�,� ;(��"#���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
 4	��>A�B�

22�9!!92�������!9��22299�+�,�  4	��>A�B�

2�!2�2�2�!!�!2�!22!9!!2!22292!�+�,� ;��"$���A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
+-A���	������
�%�����,�

�!9!�9!9�!!92�!�9!!9�+�,� +-A���	������
�%�����,�

9��2!22!!���!!!�!!!9�+�,� ;��"����A�A ���HD�
 	G	�� 	A
�
+-A���	������
.%�����,�

!!!99929�!!!!!�!!�29�+�,� +-A���	������
.%�����,�

 

 



Résumé 

6����
�#����#�	� ����� ����
�(���

�"�,���� @787/A� ����� 
�� ����!���� ��� ��*�-��)�������� ���������
���
����������� �� ���� �������� (���

�"�,����  ������� ��� ��� ��,��
� ����� �+��
���� (����+��,��� ���
�
���,��������)�����

��������������������E�����787/���(0
������*����������� ��(�����������������������
�������� �������(�����-�))��������� 6�� �+��0��� ��� ���
������ ��� �+ �� BBB� ��� ����  
�������� �))���
�����

�,���� ��
���� (����+ ���������������L�
����
������ �
��������
����))����������������
��+����@677AE�
���������� ���  ������
�� � �
���� @677�-$A�� 
��
�� ������ ��  �
���� ��� ���
�)��
� ���� ���� ��������� ���

�"�������� ����
>����� ���* 
������� ��� 677�� ��
� ���� ����+���� ��� ,.<-�/.� ��� ���� ������-
 
��� ��������� ��� ��� �(
�������E� ����� ������ ����
����� ,��� ���� 
�"������
�� 5��7� ��� 5��G� ����� ����

� 
�����
�� ����
����� ��� ���* 
������� ��� 677��5��7� ������� ���* 
������� ��� �	�PE� ���5��G� 
� 
����
���* 
���������� ���E�������� ��
� ��� 
���� ��� ���������
������ �
����677�-$����� ���E�5��7�
� 
����
������ ���* 
������� ���� � �
���� 677#� ��� 677$� ���� ���������� ��� 6�
�� 7�� 
����
E� 6�
� 
� 
����
���* 
�����������	����������	�P���
6������*+������;����@
1A���������))�����
���L��
�������
� �����������������E� 
��������� �
�������
�
 �
��������������� ��(����������������������B����������������
��,������
1�
� 
�������* 
����������677����
�����������������	����������	�P��
��
���������� �
������������)��
����
�"������
�����
�� ����!����������

�"��������E�
�
.��
�
.�
� 
��������
������������* 
�����������	�������	�P��������������* 
�����������
� �
����677�E�677#����677$�������)�*������
����
�� 
������
��
�� ����)���7�� 
����������
1E�
�
.�
�������� ������)�������E� ���
1�
� 
������
��������� ���* 
����������677���� ��  
������ ��� )�*���������

�
.���*� 
������
�����677�E�677#����677$E��������
������������ ������������* 
�����������	������
���������	�P��������0������
�"������������"
�����������!����������
������������� 
� ������
�����
�� �
�E������������������)��������
����
����������������� (�� (�������
����� ���)�,�������787/�
����  ����  ��(�"0���E�I� ��� ��
� ���� ��������� ��(+�
��+��� ��� ��-59��E�I� �� ����
>��� �����!������
!����
�����E����)�
����������!��)���E���� 
�!�!����������* 
����������677E��������
�������������
>���
 ����"���
����������� (+�����"�������787/��
�
Abstract 

7���
�(���

(�"����
�#����#�	������@787/A������)���!�
��� ��(�"���������"�(���

(�"���������������
8����+���� ���� �
����� 2+��
���� @8�2A�� �)��
� 
���(��"� �(�� "��E� 787/� ��(�
�� ��� �(�� � ��(������
����������� ������ ������"� �����(����M�))�������� �������� @�M7� �������A�� <(�� ����
� �)� ����
��+���
�))��������@677A���������)�
����+ ���(
������
�������+�������������
����))����
� 
�������
�,��
���)�
�
�M7� ��������� <(�� 677� ��� ��� ����� �)� )��������� � �
���� @677�-$A�� B�� �(���N�
:� N�� ������)���� �(��
��������
����(��������)������)��(��
�"�����
+��������������
�����"�677��* 
������������"�,.<-�/.�
�����(
������������� 
��� ��������N������
�������(���5��7�����5��G��
���N������
����
� 
����
���)�
677� �* 
�������� 5��7� ���������� �	�P� �* 
������E� ���� 5��G� 
� 
������ ���� �* 
������E� �(�� �����
�
�������"� �(�� ����� ��������
� �)� 677�-$� � �
����� 9�
����
E� 5��7� ����� 
� 
������ 677#� ���� 677$�
�* 
����������� �������+��)�6�
��B����
�E�6�
�
� 
�������	��������	�P��* 
��������

��
����*����@
1A�������
�������))����
��)� �(�� ������� �������
�� ����E� ��� �
�� 
�������!+������������
� ��(������ ������� B�� (��� !���� �(�N�� 
�������+� �(���
1� 
� 
������677� ���� ���������� �	��� �����	�P�
�* 
��������B���(�������+�N��������)�����(��:�+�
�"�����
�
�� ����!���)�
��(����
�"����������
�
.��
�
.�

� 
������ ����
����+��	��� �����	�P� �* 
������� ���� ����������677�E�677#� ���� 677$� �* 
������� !+�
!�����"� ��� �(��
� 
�� ������� 
�����
�� B�� �(�� 
��������)�
1E�
�
.� ��� �������������<(��E�
1���
����+�

� 
������677� �* 
������� !+� 
�������"�
�
.�!�����"� ��� �(��677�E�677#� ����677$� 
�����
�E� ����
����
����+� !+� ���������"��	��� �����	�P� �* 
���������� 
�"�����
+������� ���  
� ����� !����� ��� �(����

��������
B����������E�N�� ������)���������(�
����
�;��� ����N� (�� (�������
����N(��(� ��� � ���)��� )�
� �(�������
��
������787/���
������I� ����+���"
����"��-��-59��E�I� ������
�����������+E�!��)�����)�
������E�
���� 
�!�!�+�677��* 
��������B��N����������(������"��!����))�������787/� (+�����"+��


