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Description

[0001] La présente invention est relative a de nouvelles souches et préparations de circovirus porcin (PCV pour
Porcine Circo Virus) responsables du syndrome PMWS (Porcine Multisystemic Wasting Syndrome ou Post-Weaning
Multisystemic Wasting Syndrome encore appelé syndrome de dépérissement généralisé de post-sevrage), ainsi qu'a
des méthodes de production de ces circovirus.

[0002] Le PCV aété al'origine détecté comme contaminant non cytopathogéne dans des lignées cellulaires de reins
de porcs PK/16. Ce virus a été classé parmi les Circoviridae avec le virus de I'anémie du poulet (CAV pour Chicken
Anemia Virus) et le virus PBFDV (Pscittacine Beak and Feather Disease Virus). Il s'agit de petits virus (de 16 a 24 nm)
non enveloppés dont la caractéristique commune est de contenir un génome sous forme d'un ADN simple brin circulaire
de 1,76 a 2,31 kb. On a d'abord pensé que ce génome codait pour un polypeptide d'environ 30 kDa (Todd et al., Arch
Virol 1991, 117: 129-135). Des travaux récents ont toutefois montré une transcription plus complexe (Meehan B. M.
etal., 1997, 78: 221-227). Par ailleurs, on ne connait pas d'homologies significatives de séquence nucléotidique ni de
déterminants antigéniques communs entre les trois types de circovirus connus.

[0003] Le PCV issu des cellules PK/16 est considéré comme n'étant pas pathogéne. On en connait la séquence
d'aprés B. M. Meehan et al., J Gen Virol 1997 (78) 221-227. Ce n'est que trés récemment que des auteurs ont pensé
que des souches de PCV pourraient étre pathogénes et associées au syndrome PMWS (Gupi P. S. Nayar et al., Can
Vet J, vol. 38, 1997: 385-387 et Clark E. G., Proc Am Assoc Swine Prac 1997: 499-501). Nayar et al. ont détecté de
I'ADN de PCV chez des porcs présentant le syndrome PMWS par des techniques de PCR. Aucune souche sauvage
de PCV n'a toutefois été isolée et purifiée a ce jour.

[0004] Le syndrome PMWS détecté au Canada, aux Etats-Unis et en France se caractérise au plan clinique par une
perte progressive de poids et par des manifestations telles que tachypnée, dyspnée et jaunisse. Au plan pathologique,
il se traduit par des infiltrations lymphocytaires ou granulomateuses, des tymphadénopathies et, plus rarement, par
des hépatites et néphrites lymphocytaires ou granulomateuses (Clark E. G., Proc. Am. Assoc. Swine Prac. 1997:
499-501 ; La Semaine Vétérinaire n° 26, supplément a La Semaine Vétérinaire 1996 (834) ; La Semaine Vétérinaire
1997 (857): 54 ; Gupi P. S. Nayar et al., Can Vet J , vol. 38, 1997: 386-387).

[0005] La déposante a réussi a isoler cing souches nouvelles de PCV a partir de prélévements pulmonaires ou
ganglionnaires provenant d'élevages situés au Canada, aux Etats-Unis (Californie) et en France (Bretagne), ci-apres
dénommeés circovirus selon l'invention. Ces virus ont été mis en évidence dans des Iésions de porcs atteints du syn-
drome PMWS, mais pas chez des porcs sains.

[0006] La déposante a en outre séquencé le génome de quatre de ces souches, a savoir les souches provenant du
Canada et des Etats-Unis ainsi que deux souches frangaise. Les souches présentent entre elles une trés forte homo-
logie au niveau nucléotidique dépassant 96 % et beaucoup plus faible avec la souche PK/16, environ 76 %. Les
nouvelles souches peuvent donc étre considérées comme représentatives d'un nouveau type de circovirus porcin,
dénommeé ici type I, le type | étant représenté par la PK/15.

[0007] La présente invention a donc pour objet le circovirus porcin de groupe I, tel que défini ci-dessus, isolé ou
sous forme de préparation purifiée.

[0008] L'invention concerne tout circovirus porcin susceptible d'étre isolé d'un échantillon physiologique ou d'un
prélévementtissulaire, notamment de Iésions, d'un porc malade présentant le syndréme PMWS, notamment en suivant
la méthode décrite dans les exemples, en particulier circovirus du type II.

[0009] La présente invention a plus particulierement pour objet des préparations purifiées de cinq souches, qui ont
été déposées aupres de I'ECACC (European Collection of Cell Cultures, Centre for Applied Microbiology & Research,
Porton Down, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Royaume-Uni) le jeudi 2 octobre 1997:

- n° d'accés V97100219 (appelé ici Imp.1008PCV)
- n° d'accés V97100218 (appelé ici Imp.1010PCV)
- n° d'accés V97100217 (appelé ici Imp.999PCV).
et, le vendredis16 janvier1998 :
- n° d'accés V98 011608 (appelé ici Imp 1011-48285)
- n° d'accés V98 011609 (appelé ici Imp 1011-48121)

[0010] L'invention entend considérer les circovirus porcins isolés d'un porc malade et/ou les circovirus ayant une
parenté sérologique significative avec les souches de l'invention et/ou les circovirus ayant une hybridation croisée
avec les souches de l'invention dans des conditions de stringence telles qu'il n'y a pas d'hybridation avec la souche
PCV PK/15.

[0011] Les souches virales isolées d'un échantillon physiologique ou d'un prélévement tissulaire, notamment d'une
Iésion, d'un porc présentant le syndrome PMWS peuvent étre avantageusement propagées sur des lignées cellulaires
telles que notamment des lignées cellulaires de rein de porc, en particulier cellules PK/15 indemnes de contamination
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(en particulier pour PCV, ainsi que pour pestivirus, adénovirus porcin et parvovirus porcin) en vue de leur multiplication
ou spécifiguement pour la production d'antigéne, entier (e.g. virus) et/ou sous-unités (e.g. polypeptides).

[0012] De maniere trés remarquable et inattendue, ces isolats se sont révélés trés productifs en culture sur cellules
PK/15, ce qui présente des avantages indéniables pour la production de virus ou d'antigéne, en particulier pour le
production de vaccin inactivé.

[0013] La présente invention a aussi pour objet les préparations de circovirus isolés aprés passages sur cellules,
notamment lignées cellulaires, e.g. cellules PK/16, cultivées in vitro en étant infectées par I'un au moins des circovirus
selon l'invention ou de tout circovirus porcin susceptible d'étre isolé d'un échantillon physiologique ou d'un prélévement
tissulaire, notamment de Iésions, d'un porc présentant le syndréme PMWS. Elle a aussi pour objet les surnageants
ou extraits de culture, éventuellement purifiés par des techniques standards, et de maniére générale toute préparation
antigénique obtenue a partir des cultures in vitro.

[0014] Les circovinn selon l'invention, avec les fractions qui peuvent étre présentes, sont inactivés selon les techni-
ques connues de I'nomme du métier. L'inactivation sera effectuée de préférence par voie chimique, e.g. par exposition
de I'antigéne a un agent chimique tel que formaldéhyde (formol), paraformaldéhyde, B-propiolactone ou éthyléne imine
ou ses dérivés. La méthode d'inactivation préférée sera ici I'exposition a un agent chimique et en particulier a I'éthyléne
imine ou a la B-propiolactone.

[0015] Ladéposante aen outre obtenule génome de quatre des isolats, identifies SEQ ID NO: 1 a 4 et éventuellement
6.

[0016] La présente invention fournit donc un fragment d'’ADN contenant tout ou partie de I'une de ces séquences. Il
va de soi que l'invention recouvre automatiquement les séquences équivalentes, c'est-a-dire les séquences ne chan-
geant pas la fonctionnalité ni la spécificité de souche de la séquence décrite ni des polypeptides codés par cette
séquence. Seront bien entendu incluses les séquences différant par dégénérescence du code.

[0017] L'invention recouvre également les séquences équivalentes en ce sens qu'elles sont capables de s'hybrider
a la séquence supra dans des conditions de stringence élevées et/ou ont une forte homologie avec les souches de
l'invention et appartiennent au groupe Il défini plus haut.

[0018] L'invention va étre maintenant décrite plus en détail a I'aide d'exemples de réalisation non limitatifs, pris en
référence au dessin, dans lequel :

Figure 1 : séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1011-48121

Figure 2 : séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1011-48285

Figure 3 : séquence d'ADN du génome de la souche Imp 999

Figure 4 : séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1010

Figure 5 : alignement des 4 séquences selon les figures 1 a 4 avec la séquence de la souche PCV PK/15
Figure 6 : séquence d'ADN du génome de la souche Imp 999 telle que définie dans le premier dépét en France
du 3 octobre 1997

Figure 7 : Alignements de la séquence de la figure 6 avec la séquence de la souche PK/15

Liste des séquences SEQ ID

[0019]

SEQID NO: 1 séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1011-48121

SEQID NO: 2 séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1011-48285

SEQID NO: 3 séquence d'ADN du génome de la souche Imp 999

SEQID NO: 4  séquence d'ADN du génome de la souche Imp 1010

SEQID NO: 5  séquence d'ADN du génome de la souche PK/16

SEQID NO:6 séquence d'ADN du génome de la souche Imp 999 telle que définie dans le premier dépét en France
du 3 octobre 1997.

EXEMPLES

Exemple 1 : Culture et isolement des souches de circovirus porcins:

[0020] Des échantillons de tissus ont été récoltés en France, au Canada et aux USA a partir de poumons et de
ganglions lymphatiques de porcelets. Ces porcelets présentaient des signes cliniques typiques du syndrome de dé-
périssement généralisé de post-sevrage. Pour faciliter I'isolement des virus, les échantillons de tissus ont été congelés
a -70°C immédiatement aprés autopsie.

[0021] Pour lisolement viral, des suspensions contenant environ 16% d'échantillon de tissu ont été préparées dans
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un milieu minimum contenant des sels d'Earl (EMEM, BioWhittaker UK Ltd., Wokingham, UK), de la pénicilline (100
Ul/ml) et de la streptomycine (100 pug/ml)(milieu MEM-SA), par broyage des tissus avec du sable stérile au moyen d'un
mortier et d'un pilon stériles. Cette préparation broyée a été alors reprise dans du MEM-SA, puis centrifugée a 3000
g pendant 30 minutes a + 4°C pour récolter le surnageant.

[0022] Préalablement a I'ensemencement des cultures de cellules, un volume de 100 ul de chloroforme a été ajouté
a 2 ml de chaque surnageant et mélangé en continu pendant 10 minutes a température ambiante. Ce mélange a alors
été transféré dans un tube de microcentrifugeuse, centrifugé a 3000 g pendant 10 minutes, puis le surnageant a été
récolté. Ce surnageant a été ensuite utilisé comme inoculum pour les expériences d'isolement viral.

[0023] Toutes les études d'isolement viral ont été réalisées sur des cultures de cellules PK/15, connues pour étre
non contaminées par le circovirus porcin (PCV), les pestivirus, les adénovirus porcins et le parvovirus porcin (Allan G.
et al. Pathogenesis of porcine circovirus experimental infections of colostrum-deprived piglets and examination of pig
foetal material. Vet. Microbiol. 1995. 44. 49-64).

[0024] L'isolement des circovirus porcins a été réalisé selon la technique suivante:

[0025] Des monocouches de cellules PK/15 ont été dissociées par trypsination (avec un mélange trypsine-verséne)
a partir de cultures confluentes, et reprises en milieu MEM-SA contenant 15% de sérum foetal de veau non contaminé
par du pestivirus (= milieu MEM-G) sous une concentration finale d'environ 400,000 cellules par ml. Des fractions
aliquotes de 10 ml de cette suspension cellulaire ont alors été mélangées avec des fractions aliquotes de 2 ml des
inoculums décrits ci-dessus, et les mélanges finaux ont été aliquotés en volumes de 6 ml dans deux flacons Falcon
de 26 cm2. Ces cultures ont alors été incubées a +37°C pendant 18 heures en atmosphére contenant 10% de CO,.
[0026] Aprés Incubation, le milieu de culture des monocouches semi-confluentes a été traité avec 300 mM de D-
glucosamine (Cat # G48176, Sigma-Aldrich Company Limited, Poole, UK) (Tischr I. et al., Arch. Virol. 1987 96 39-57),
puis l'incubation a été poursuivie pendant une période supplémentaire de 48-72 heures a +37°C. A la suite de cette
derniére incubation, I'un des deux Falcons de chaque inoculum a subi 3 cycles successifs de congélation/décongéla-
tion. Les cellules PK/15 du Falcon restant ont été traitées avec une solution de trypsine-versene, resuspendues dans
20 ml de milieu MEM-G, puis ensemencées dans des Falcons de 75 cm?2 & une concentration de 400,000 cellules/ml.
Les flacons fraichement ensemencés ont alors été "surinfectés" par addition de 5 ml du lysat correspondant obtenu
apreés les cycles de congélation/décongélation.

Exemple 2 : Préparation des échantillons de culture cellulaire pour détection des circovirus porcins par im-
munofluorescence ou par hybridation in situ.

[0027] Un volume de 5 ml de la suspension "surinfectée" a été prélevé et ensemencé dans une boite de Pétri de 55
mm de diamétre contenant une lamelle de verre stérile et dégraissée. Les cultures en flacons et sur lamelles de verre
ont été incubées a + 37°C et traitées a la glucosamine comme décrit dans I'exemple 1. Les cultures sur lamelles de
verre ont été récoltées de 24 a 48 heures aprés le traitement a la glucosamine et fixées, soit avec de I'acétone pendant
10 minutes a température ambiante, soit avec 10% de formaldéhyde tamponné pendant 4 heures. Suite a cette fixation,
toutes les lamelles de verre ont été stockées a-70°C, sur gel de silice, avant leur utilisation pour les études d'hybridation
in situ et les études de marquage immunocytochimique.

Exemple 3 : Techniques de détection de séquences PCV par hybridation in situ

[0028] L'hybridation in situ a été réalisée sur les tissus prélevés sur les porcs malades et fixés au formaldéhyde et
également sur les préparations de cultures de cellules inoculées pour l'isolement viral (voir exemple 2) et fixées sur
lamelles de verre.

[0029] Des sondes génomiques complétes correspondant aux circovirus porcin PK/15 (PCV) et au virus de I'anémie
infectieuse du poulet (chicken anemia virus = CAV) ont été utilisées. Le plasmide pPCV1, contenant la forme réplicative
du génome PCV clonée sous la forme d'un insert unique de 1,7 kilopaires de bases (kpb) (Meehan B. et al. Sequence
of porcine circovirus DNA: affinities with plant circoviruses. J. Gen. Virol. 1997.78. 221-227) a été utilisé comme source
d'ADN viral spécifique pour PCV. Un plasmide analogue, pCAA1, contenant la forme réplicative 2,3 kpb du circovirue
aviaire CAV a été utilisé comme contrble négatif. Les stocks de glycérols respectifs de ces deux plasmides ont été
utilisés pour la production et la purification des plasmides selon la technique de lyse alcaline (Sambrook J. et al.
Molecular cloning : A Laboratory Manual. 2nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New york.
1989) afin qu'ils servent ensuite de matrices pour la préparation des sondes. Les sondes circovirus représentatives
des génomes complets du PCV et de CAV ont été produites a partir des plasmides purifiés décrits ci-dessus (1 ug
pour chaque sonde) et d'amorces hexanucléotidiques au hasard en utilisant un kit commercial de marquage non ra-
dioactif ("DIG DNA labenng kit", Boehringer Mannheim, Lewes, UK) selon les recommandations du fournisseur.
[0030] Les sondes marquées a la digoxigénine ont été reprises sous un volume de 50-100 ul d'eau stérile avant leur
utilisation pour I'hybridation in situ.
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[0031] Les échantillons de tissus de porcs malades, inclus dans la paraffine et fixés au formaldéhyde, ainsi que les
préparations de cultures de cellules infectées, fixées au formaldéhyde, ont été préparées pour la détection des acides
nucléiques PCV selon la technique suivante :

[0032] Des sections de 5 um d'épaisseur ont été découpées a partir des blocs de tissus inclus dans la paraffine,
déparaffinés, puis réhydratés dans des solutions successives d'alcool a concentration décroissante. Les sections de
tissus et les cultures de cellules fixées au formaldéhyde ont été incubées respectivement pendant 16 minutes et 6
minutes a +37°C dans une solution de protéinase K a 0,5% en tampon Tris-HCI 0,05M, EDTA 6 mM (pH 7,6). Les
lames ont été alors placées dans une solution de glycine a 1 % en eau distillée autoclavée, pendant 30 secondes,
lavées deux fois avec un tampon PBS (phosphate buffer saline) 0,01 M (pH 7,2), et enfin lavées pendant 6 minutes
en eau distillée stérile. Elles ont été finalement séchées a I'air libre et mises en contact avec les sondes.

[0033] Chaque préparation tissu/sonde a été recouverte avec une lamelle propre et dégraissée, puis placée dans
un four a +90°C pendant 10 minutes, mise ensuite en contact avec un bloc de glace pendant 1 minute, et enfin incubée
pendant 18 heures a +37°C. Les préparations ont été ensuite immergées brievement dans un tampon sel de sodium-
citrate (SSC) 2X (pH 7,0) pour éliminer les lamelles protectrices, puis lavées 2 fois pendant 5 minutes en tampon SSC
2X et enfin lavées 2 fois pendant 5 minutes en tampon PBS.

[0034] Aprés ces lavages, les préparations ont été immergées dans une solution d'acide maléique 0,1 M, NaCl 0,15
M (pH 7,5) (tampon maléique) pendant 10 minutes, puis incubées dans une solution de 1% de réactif bloquant (Cat #
1096176, Boehringer Mannheim UK, Lewis, East Sussex, UK) en tampon maléique pendant 20 minutes a + 37°C.
[0035] Les préparations ont alors été incubées avec une solution au 1/250 d'un anticorps monoclonal anti-digoxigé-
nine (Boehringer Mannheim), dilué en tampon bloquant, pendant 1 heure a +37°C, lavées en PBS et enfin incubées
avec un anticorps biotinylé anti-immunoglobuline de souris pendant 30 minutes a + 37°C. Les préparations ont été
lavées en PBS et l'activité péroxydase endogéne a été bloquée par un traitement avec une solution de péroxyde
d'hydrogéne a 0,5% en PBS pendant 20 minutes a température ambiante. Les préparations ont été lavées une nouvelle
fois en PBS et traitées avec un substrat 3-amino-9-diéthylcarbazole (AEC) (Cambridge Bioscience, Cambridge, UK)
préparé extemporanément.

[0036] Aprés un dernier lavage a I'eau de ville, les préparations ont été contre-colorées avec de I'hématoxyline,
"bleuies" sous eau de ville, et montées sous lamelles microscopiques avec un liquide de montage (GVA Mount, Cam-
bridge Bioscience, Cambridge, UK). Les contrdles d'expérience ont inclus I'utilisation d'une sonde négative non per-
tinente (CAV) et d'une sonde positive (PCV) sur des échantillons provenant de porcs malades et de porcs non malades.

Exemple 4 : Technique de détection du PCV par immunofluorescence

[0037] Le criblage initial de toutes les préparations de culture cellulaire fixées a I'acétone a été réalisé par une
technique d'immunofluorescence indirecte (IFI) utilisant une dilution au 1/100 d'un pool de sérums de porcs adultes.
Ce pool de sérums comprend des sérums de 25 truies adultes d'Irlande du Nord et est connu pour contenir des anticorps
contre une grande variété de virus porcins, y compris PCV : parvovirus porcin, adénovirus porcin, et virus PRRS. La
technique IFI a été réalisée par un contact du sérum (dilué en PBS) avec les cultures cellulaires pendant une heure a
+37°C, suivi de deux lavages en PBS. Les cultures de cellules sont alors colorées avec une dilution au 1/80 en PBS
d'un anticorps de lapin anti-immunoglobuline de porc conjugué a de l'isothiocyanate de fluorescéine pendant une
heure, puis lavées en PBS et montées en tampon glycérol préalablement a I'observation microscopique sous éclairage
ultra-violet.

Exemple 5 : Résultats de I'hybridation in situ sur les tissus de porcs malades

[0038] L'hybridation in situ, utilisant une sonde génomique PCV, réalisée sur des tissus prélevés sur des porcelets
frangais, canadiens et californiens présentant des Iésions de dépérissement généralisé et fixés au formaldéhyde, a
révélé la présence d'acides nucléiques PCV associés aux lésions, dans plusieurs des Iésions étudiées. Aucun signal
n'a été observé lorsque la sonde génomique PCV a été utilisée sur des tissus prélevés sur des porcs non malades ou
lorsque la sonde CAV a été utilisée sur les tissus de porcs malades. La présence d'acide nucléique PCV a été identifiée
dans le cytoplasme et le noyau de nombreuses cellules mononucléaires infiltrant les Iésions dans les poumons des
porcelets californiens. La présence d'acide nucléique PCV a également été mise en évidence dans les pneumocytes,
les cellules épithéliales bronchiques et bronchiolaires, et dans les cellules endothéliales des petites artérioles, veinules
et vaisseaux lymphatiques.

[0039] Chez les porcs malades frangais, la présence d'acide nucléique PCV a été détectée dans le cytoplasme de
nombreux lymphocytes folliculaires et dans les cellules mononucléaires intrasinusoidales des ganglions lymphatiques.
L'acide nucléique PCV a également été détecté dans des syncytia occasionnels. En fonction de ces résultats de dé-
tection, des échantillons de poumons de porcs californiens, de ganglions lymphatiques mésentériques de porcs fran-
cais, et d'organes de porcs canadiens ont été choisis aux fins d'isolement des nouvelles souches de circovirus porcin.
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Exemple 6 : Résultats de la culture cellulaire des nouvelles souches de circovirus porcin et détection par
immunofluorescence

[0040] Aucun effet cytopathique (ECP) n'a été observé dans les cultures de cellules inoculées avec les échantillons
prélevés sur les porcelets francais (souche Imp.1008), californiens (souche Imp.999) et canadiens (souche Imp.1010)
montrant des signes cliniques du syndrome du dépérissement généralisé. Cependant, I'immuno-marquage des pré-
parations provenant des cultures de cellules inoculées, aprés fixation a I'acétone et avec un pool de sérums polyclonaux
de porcs, a révélé une fluorescence nucléaire chez de nombreuses cellules dans les cultures inoculées a partir des
poumons de porcelets californiens (souche Imp.999), a partir des ganglions lymphatiques médiastinaux des porcelets
frangais (souche Imp.1008), et a partir d'organes des porcelets canadiens (souche Imp.1010).

Exemple 7 : Extraction de I'ADN génomique des circovirus porcins

[0041] Les formes réplicatives des nouvelles souches de circovirus porcin (PCV) ont été préparées a partir de cul-
tures de cellules PK/15 infectées (voir exemple 1) (10 Falcons de 75 cm2) récoltées aprés 72-76 heures d'incubation
et traitées a la glucosamine, comme décrit pour le clonage de la forme réplicative du CAV (Todd. D. et al. Dot blot
hybridization assay for chicken anemia agent using a cloned DNA probe. J. Clin. Microbiol. 1991. 29. 933-939). L'ADN
double brin de ces formes réplicatives a été extrait selon une modification de la technique de Hirt (Hirt B. Selective
extraction of polyoma virus DNA from infected cell cultures. J. Mol. Biol. 1967. 36. 365-369), comme décrit par Molitor
(Molitor T.W. et al. Porcine parvovirus DNA: characterization of the genomic and replicative form DNA of two virus
isolates. Virology. 1984. 137. 241-254).

Exemple 8 : Carte de restriction de la forme réplicative du génome de la souche Imp.999 de circovirus porcin.

[0042] L'ADN (1-6 ug) extrait selon la technique de Hirt a été traité par la nucléase S1 (Amersham) selon les recom-
mandations du fournisseur, puis cet ADN a été digéré par différentes enzymes de restriction (Boehringer Mannheim,
Lewis, East Sussex, UK) et les produits de la digestion ont été séparés par électrophorése sur gel d'agarose a 1,5%
en présence de bromure d'éthidium comme décrit par Todd et al. (Purification and biochemical characterization of
chicken anemia agent. J. Gen. Virol. 1990. 71. 819-823).

L'ADN extrait des cultures de la souche Imp.999 posséde un site unique EcoRl, 2 sites Sacl et ne posséde pas de site
Pstl. Ce profil de restriction est donc différent du profil de restriction présenté par la souche PCV PK/15 (Meehan B.
et al. Sequence of porcine circovirus DNA: affinities with plant circoviruses. 1997.78. 221-227) qui posséde au contraire
un site Pstl et ne posséde pas de site EcoRI.

Exemple 9 : Clonage du génome de la souche Imp.999 de circovirus porcin

[0043] Le fragment de restriction d'environ 1,8 kpb généré par digestion de la forme réplicative double brin de la
souche PCV Imp.999 avec I'enzyme de restriction EcoRI a été isolé aprés électrophorése sur gel d'agarose a 1,5%
(voir exemple 3) en utilisant un kit commercial Qiagen (QIAEXII Gel Extraction Kit, Cat # 20021,QIAGEN Ltd., Crawley,
West Sussex, UK). Ce fragment de restriction EcoRI-EcoRI a été ensuite ligaturé avec le vecteur pGEM-7 (Promega,
Medical Supply Company, Dublin, Ireland), préalablement digéré par les mémes enzymes de restriction et déphos-
phoryté, en suivant les techniques standards de clonage (Sambrook J. et al. Molecular cloning : A Laboratory Manual.
2nd Ecrdion. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New york. 1989). Les plasmides obtenus ont été
transformés dans une souche hote Escherichia coli JM109 (Stratagene, La Jolla, USA) selon les techniques standards.
Le fragment de restriction EcoRI-EcoRI de la souche PCV Imp.999 a également été cloné dans le site EcoRI du vecteur
pBlueScript SK+ (Stratagene Inc. La Jolla, USA). Parmi les clones obtenus pour chaque souche héte, au moins 2
clones contenant les fragments de la taille attendue ont été sélectionnés. Les clones obtenus ont alors été cultivés et
les plasmides contenant le génome complet de la souche Imp.999 ont été purifiés en petit volume (2 ml) ou en grand
volume (250 ml) selon les techniques standards de préparation et de purification des plasmides.

Exemple 10 : Séquencage de I'"ADN génomique (forme réplicative double brin) de la souche PCV Imp.999.

[0044] La séquence nucléotidique de 2 clones EcoRI Imp.999 (clones pGEM-7/2 et pGEM-7/8) a été déterminée
selon la technique des didéoxynucléotides de Sanger en utilisant le kit de séquencage "AmpliTaqg DNA polymerase
FS" (Cat # 402079 PE Applied Biosystems, Warrington, UK) et un appareil de séquencage automatique Applied Bio-
Systems AB1373A selon les recommandations du fournisseur. Les réactions de séquencgage initiales ont été faites
avec les primers universels M13 "forward" et "reverse". Les réactions de séquengage suivantes ont été générées selon
la technique de "marche sur I'ADN". Les oligonucléotides nécessaires a ces séquengages ultérieurs ont été synthétisés
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par Life Technologies (Inchinnan Business Park, Paisley, UK).

[0045] Les séquences générées ont été assemblées et analysées au moyen du logiciel MacDNASIS version 3.2.
(Cat # 22020101, Appligene, Durham, UK). Les différents cadres ouverts de lecture ont été analysés au moyen de
I'algorithme BLAST disponible sur le serveur du "National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD,
USA).

[0046] La séquence compléete (fragment EcoRI-EcoRI) obtenue initialement a partir du clone pGEM-7/8 (SEQ ID
NO : 6) est présentée sur la figure N°6. Elle débute arbitrairement aprés le G du site EcoRI et présente quelques
incertitudes sur le plan des nucléotidiques.

[0047] Le séquengage a ensuite été optimisé et la SEQ ID NO : 3 (Figure 3) donne la séquence totale de cette
souche, que I'on a fait débuté arbitrairement au début du site EcoRlI, soit le G comme premier nucléotide.

[0048] On aprocédé d'une maniere similaire pour I'obtention de la séquence des trois autres isolats selon l'invention
(voir SEQID NO : 1, 2 et 4 et figures 1, 2 et 4).

[0049] La taille du génome de ces quatre souches est:

Imp 1011-48121 | 1767 nucléotides
Imp 1011-48285 | 1787 nucléotides
Imp 999 1768 nucléotides
Imp 1010 1788 nucléotides

Exemple 11 : Analyse de la séquence de la souche PCV Imp.999.

[0050] Lorsque la séquence générée a partir de la souche Imp.999 a été utilisée pour une recherche d'homologie
vis-a-vis des séquences contenues dans la banque de données GenBank, la seule homologie significative qui ait été
détectée est une homologie d'environ 76 % (au niveau acide nucléique) avec la séquence de la souche PK/15 (Numéros
d'acces Y09921 et U49186) (voir figure N°5).

[0051] Au niveau acides aminés, la recherche d'homologie de la traduction des séquences dans les 6 phases avec
les banques de données (algorithme BLAST X sur le serveur NCBI) a permis de mettre en évidence une homologie
de 94 % avec le cadre ouvert de lecture correspondant a la réplicase théorique du virus BBTV similaire aux circovirus
de plantes (numéro d'identification GenBank 1841515) codée par la séquence GenBank U49186.

[0052] Aucune autre séquence contenue dans les banques de données ne montre d'homologie significative avec la
séquence générée a partir de la souche PCV Imp.999.

[0053] L'analyse des séquences obtenues a partir de la souche Imp.999 cultivée a partir de Iésions prélevées sur
des porcelets californiens présentant des signes cliniques du syndrome de dépérissement généralisé montre claire-
ment que cet isolat viral est une nouvelle souche de circovirus porcin.

Exemple 12 : Analyse comparative des séquences

[0054] L'alignement des séquences nucléotidiques des 4 nouvelles souches PCV a été fait avec la séquence de la
souche PCV PK/15 (figure 5). Une matrice d'homologie prenant en compte les quatre nouvelles souches et la souche
antérieure PK/15 a été réalisée. Les résultats sont les suivants :

:lmp 1011-48121
:Imp 1011-48285
: Imp 999

:Imp 1010

: PK/15

D WN -
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1 2 3 4 6

1,0000 | 09977 | o616 | 09621 | 0,7600
1,0000 | 09621 | 09632 | 0,7594
1,0000 | 09943 | 0,7660
1,0000 | 0,7566
1,0000

NI W IN |-

[0055] L'homologie entre les deux souches frangaises Imp 1011-48121 et Imp 1011-48285 est supérieure a 99 %
(0,9977).

[0056] L'homologie entre les deux souches nord-américaines Imp 999 et Imp 1010 est aussi supérieure a 99 %
(0,9949). L'homologie entre souches frangaises et souches nord-américaines est un peu supérieure a 96 %.

[0057] L'homologie de toutes ces souches avec PK/15 tombe a une valeur comprise entre 76 et 76 %.

[0058] On en déduit que les souches selon l'invention sont représentatives d'un nouveau type de circovirus porcin,
distinct du type représenté par la souche PK/15. Ce nouveau type, isolé de porcs présentant le syndrome PMWS, est
dénommeé circovirus porcin de type I, la PK/16 représentant le type |. Les souches appartenant a ce type Il présentent
une remarquable homogénéité de séquence nucléotidique, alors méme qu'elles ont été isolées dans des régions géo-
graphiques trés éloignées.

Exemple 13 : Analyse des protéines codées par le génome des nouvelles souches PCV.

[0059] La séquence nucléotidique de l'isolat Imp. 1010 a été considérée comme représentative des autres souches
de circovirus associées au syndrome de dépérissement généralisé. Cette séquence a été analysée plus en détail a
I'aide de I'algorithme BLASTX (Altschul et al. J. Mol. Biol. 1990. 215. 403-410) et d'une combinaison de programmes
de I'ensemble de logiciels MacVector 6.0 (Oxford Molecular Group, Oxford OX4 4GA, UK). Il a été possible de détecter
13 cadres ouverts de lecture (ou COLs) d'une taille supérieure a 20 acides aminés sur cette séquence (génome cir-
culaire). Ces 13 COLs sont les suivants :

Nom Début | Fin Brin Taille du COL Taille protéine
(nucléotides (nt)) | (acides aminés (aa))
COL1 103 210 sens 108 nt 35 aa
COL2 1180 1317 | sens 138 nt 45 aa
COL3 1363 | 1524 | sens 162 nt 53 aa
CoL4 398 1342 | sens 945 nt 314 aa
COL5 900 1079 | sens 180 nt 59 aa
COL6 1254 1334 | sens 81 nt 26 aa
COoL7 1018 | 704 antisens 315 nt 104 aa
COL8 439 31 antisens 129 nt 42 aa
COL9 190 101 antisens 90 nt 29 aa
COL10 | 912 733 antisens 180 nt 59 aa
COLM1 645 565 antisens 81 nt 26 aa
COL12 1100 1035 | antisens 66 nt 21 aa
COL13 | 314 1381 | antisens 702 nt 213 aa

[0060] Les positions de début et de fin de chaque COL se référent a la séquence présentée sur la figure N° 4 (SEQ
ID N° 4), du génome de la souche 1010. Les limites des COLs 1 a 13 sont identiques pour la souche 999. Elles le sont
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aussi pour les souches 1011-48121 et 1011-48285, sauf pour les COLs 3 et 13:

COL3 1432-1539, sens, 108 nt, 35aa
COL13 314-1377, antisens, 705 nt, 234 aa.

[0061] Parmices 13 COLs, 4 présentent une homologie significative avec des COLs analogues situés sur le génome
du virus cloné PCV PK-15. Chacun des cadres ouverts de lecture présents sur le génome de tous les isolats de
circovirus associés au syndrome de dépérissement généralisé a été analysé. Ces 4 COLs sont les suivants :

Nom Début | Fin Brin Taille du COL (nt) | Taille protéine Masse moléculaire
(acides aminés)

coL4 398 1342 | sens 945 nt 314 aa 37,7 kDa

COoL7 1018 | 704 antisens 315 nt 104 aa 11,8 kDa

COL10 | 912 733 antisens 180 nt 59 aa 6,5 kDa

COL13 314 1381 antisens 702 nt 233 aa 27,8 kDa

[0062] Les positions de début et de fin de chaque COL se référent a la séquence présentée sur la figure N° 4 (SEQ
ID N° 4). La taille du COL (en nucléotides = nt) inclut le codon stop.

[0063] La comparaison entre I'organisation génomique des isolats PCV Imp. 1010 et PCV PK-15 a permis l'identifi-
cation de 4 COLs conservés dans le génome des deux virus. Le tableau ci-dessous présente les degrés d'homologie
observés:

COL Imp. 1010/COL PCV PK-15 Pourcentage d'homologie
coL4/coL1 86 %
COL13/COL2 66,4 %
COL7/COL3 61,5 % (au niveau du recouvrement (104 aa)
CcoL10/COL4 83 % (au niveau du recouvrement (59 aa)

[0064] La plus grande identité de séquence a été observée entre le COL4 Imp. 1010 et le COL1 PK-15 (86% d'ho-
mologie). Ceci était attendu dans la mesure ou cette protéine est probablement impliquée dans la réplication de I'ADN
viral et est essentielle pour la réplication virale (Meehan et al. J. Gen. Virol.1997. 78. 221-227; Mankertz et al. J. Gen.
Virol. 1998. 79. 381-384).

[0065] L'identité de séquence entre le COL13 Imp. 1010 et le COL2 PK-15 est moins forte (66,4% d'homologie),
mais chacun de ces deux COLs présente bien une région basique N-terminale trés conservée, qui est identique a la
région N-terminale de la protéine structurale majeure du circovirus aviaire CAV (Meehan et al. Arch. Virol. 1992. 124.
301-319). De plus grandes différences sont observées entre COL7 Imp. 1010 et COL3 PK-15 et entre COL10 Imp.
1010 et COL4 PK-15. Dans chaque cas, il existe une délétion de la région C-terminale des COL7 et COL10 de l'isolat
Imp. 1010 lorsqu'on les compare aux COL3 et COL4 de PCV PK-15. La plus haute homologie de séquence est observée
au niveau des régions N-terminales de COL7/COL3 (61,5% d'homologie au niveau du recouvrement) et de
COL10/COL4 (83% d'homologie au niveau du recouvrement).

[0066] Il apparait que I'organisation génomique du circovirus porcin est assez complexe suite a I'extréme compacité
de son génome. La protéine structurale majeure est probablement issue d'un épissage entre plusieurs cadres de
lecture situés sur le méme brin du génome du circovirus porcin. On peut donc considérer que tout cadre ouvert de
lecture (COL1 a COL13) tel que décrit dans le tableau ci-dessus, peut représenter tout ou partie d'une protéine anti-
génique codée par le circovirus porcin de type Il et est donc potentiellement un antigene utilisable pour le diagnostic
spécifique et/ou pour la vaccination. L'invention concerne donc toute protéine comprenant au moins un de ces COLs.
De préférence, l'invention concerne une protéine formée essentiellement par les COL4, COL7, COL10 ou COL13.

Exemple 14 : Caractére infectieux du génome PCV cloné a partir des nouvelles souches.
[0067] Le plasmide pGEM-7/8 contenant le génome complet (forme réplicative) de l'isolat Imp.999 a été transfecté

dans des cellules PK/15 selon la technique décrite par Meehan B. et al. (Characterization of viral DNAs from cells
infected with chicken anemia agent : sequence analysis of the cloned replicative form and transfection capabilities of
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cloned genome fragments. Arch. Virol. 1992. 124. 301-319). L'analyse par immunofluorescence (voir exemple 4) réa-
lisée sur le premier passage aprés bansfection sur cellules PK/15 non contaminées a montré que le plasmide du clone
pGEM7/8 était capable d'induire la production de virus PCV infectieux. La disponibilité d'un clone contenant un matériel
génétique PCV infectieux permet toute manipulation utile sur le génome viral afin de produire des virus PCV modifiés
(soit atténués chez le porc, soit défectifs) utilisables pour la production de vaccins atténués ou recombinés, ou pour
la production d'antigenes pour des trousses de diagnostic.

Exemple 15 : Production des antigénes PCV par culture in vitro

[0068] La culture des cellules PK/15 non contaminées et la multiplication virale sont réalisées selon les mémes
modalités qu'a I'exemple 1. Les cellules infectées sont récoltées aprés trypsination aprés 4 jours d'incubation a 37 °C
et numérées. Le passage suivant est inoculé avec 400 000 cellules infectées par ml.

Exemple 16 : Inactivation des antigénes viraux

[0069] En fin de culture virale, les cellules infectées sont récoltées et lysées par ultrasons (Branson Sonifier) ou a
I'aide d'un broyeur colloidal de type rotor-stator. (UltraTurrax, IKA). La suspension est ensuite centrifugée a 3700 g
pendant 30 minutes. La suspension virale est inactivée par 0,1 % d'éthyléne imine pendant 18 heures a +37°C ou par
0,5 % de béta-propiolactone pendant 24 heures a +28°C. Si le titre du virus avant inactivation est insuffisant, la sus-
pension virale est concentrée par ultrafiltration en utilisant une membrane avec un seuil de coupure de 300 kDa (Mil-
lipore PTMK300). La suspension virale inactivée est conservée a +5°C.

Exemple 17 : Préparation du vaccin sous forme d'émulsion a base d'huile minérale.
[0070] Le vaccin est préparé selon la formule suivante :

- suspension de circovirus porcin inactiveé : 250 mi
- Montanide® ISA 70 (SEPPIC): 750 ml

La phase aqueuse et la phase huileuse sont stérilisées séparément par filtration. L'émulsion est préparée par mélange
et homogénéisation des ingrédients a I'aide d'un émulseur a turbine Silverson.

[0071] Une dose de vaccin contient environ 107.8 DICT50. Le volume d'une dose de vaccin est de 0,5 ml pour
administration par voie intradermique, et de 2 ml pour administration par voie intramusculaire.

Exemple 18 : Préparation du vaccin sous forme d'émulsion a base d'huile métabolisable.

[0072] Le vaccin est préparé selon la formule suivante :

- suspension de circovirus porcin inactiveé : 200 mi
- Dehymuls HRE 7 (Henkel) : 80 ml
- Radia 7204 (Oleofina) : 740 ml

[0073] La phase aqueuse et la phase huileuse sont stérilisées séparément par filtration. L'émulsion est préparée
par mélange et homogénéisation des ingrédients a I'aide d'un émulseur a turbine Silverson.

[0074] Une dose de vaccin contient environ 107:6 DICT50. Le volume d'une dose de vaccin est de 2 ml pour admi-
nistration par voie intramusculaire.

Exemple 19 : Résultats d'immunofluorescence indirecte vis-a-vis des souches de virus PCV US et francaise
et du contaminant PK/15 avec un sérum hyperimmun (PCV-T), un panel d'anticorps monocionaux F99, préparés

a partir de PK/15 et un sérum hyperimmun préparé a partir de la souche canadienne (PCV-C)

[0075]

VIRUS

PK/15 USA France

PCV-T antiserum >6 400 200 800

11
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(suite)
VIRUS
PK/15 USA France
PCV-C antiserum 200 > 6,400 > 6,400
F99 1H4 >10 000 <100 100
F99 4B10 >10 000 <100 <100
F99 287 >10 000 100 <100
F99 2E12 >10 000 <100 <100
F99 1C9 >10 000 <100 100
F99 2E1 >10 000 <100 <100
F99 1H4 >10 000 100 <100

* inverse de la derniére dilution du sérum ou de I'anticorps monoclonal qui donne une réaction positive en

immunofluorescence indirecte.

SEQUENCE LISTING
[0076]
<110> MERIAL
Université de Sskatchewan
Université de Belfast
<120> Nouveaux circovirus porcins, vaccines et réactifs de diagnostic

<130> Circovirus porcins

<140> PCT/FR98/02107
<141> 10-01-1998

<150> FR 9800873
<151> 22-01-1998

<150> FR 9803707
<151> 20-03-1998

<150> FR 9712382
<151> 03-10-1997

<160> 6

<170> PatentIn Ver. 2.0
<210>1

<211> 1767

<212> ADN

<213> Circovirus porcins

<400> 1
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aattcaacct
ccecctectg
ggcgttctga
aagatgccat
¢ggcggagga
cttggatacg
ggcagcggca
aagecggaccece
gcgcaagaaa
gggtaatgag
gacttttaat
aacagatcag
agctcctaga
gagcgggagt
cgggctggcet
tgtacacgtc
agacccggaa
tgaagaagtg
actgtgtgat
ccgecagtatt
cccagcetgta
agaacaatcc
tccatatgaa
taagggttaa
cggatattgt
tctacatttc
aagtaatcaa

aagggctggg
gtggccectttyg

ccectgggtga

<210> 2

<211> 1767
<212> ADN

taacctttet
ggggaagaaa
ctgtggttcyg
tttteccttet
tctggccaag
tcatatctga
gcacctcgge
caaccccata
atacgggatc

.gaaggacgaa

aaagtgaagt
cagaataaag
tctcagggac
ctggtgaccg
gaacttttga
attgtggggce
accacatact
gttgttattg
cgatatccat
ctgattacca
gaagctcecttt
acggaggaag
ataaattact
gtggggggtce
attcctggte
cagcagtttg
tagtggaatc
ttatggtatg
ttacaaagtt

tcggggagea

<213> Circovirus porcins

<400> 2

EP 1281 760 B9 (W1B1)

tattctgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagcggtaa
atggctgcgg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
ttccaatatc
cacctcacct
ggtatttggg
aatactgcag
aacggagtga
ttgcagagca
aagtgagegg
cacctgggtg
ggaaaccace
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggccagtt
gagtcttttt
tttaagatta
gtatatactg
tagtctcagc
taggacaggt
gcgggaggag
atcatctaga

gggccag

tattcaaagg
ttgaatctca
tatccgaagg
c€ggtggcggg

'gggcggegte

agtgcgctgt
cagcaacatg
gttcactctg
cctatttgat
ccaggggttc
tgcccgetgce
taaagaaggc
cctgtctact
gcaccctgta
gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggetg
gactaaaggt
cccgttggaa
tacttccttg
cgtcaccctt
tatcacttecg
aattctctga
ttttcgaacg
cacagctggt
ttgggggtaa
tagtttacat
ataacagcac

13

gcacagagcg
tcatgtccac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttcttctceg
aagtattacc
ccgagcaaga
aataatcctt
tatcttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttactga
gctgtgagta
acgtttgtca
aagcgtgatt
aaatgggctg
tggtgggatg
ccctgggatg
ggaactgtac
tggtactcct
gtattttgga
tceccceceat
taatggttttc
attgtacata
cagtgccgag
ttetettgtt
agtagcggga
aggggtcata
tggagcecac

ggggtttgag
cgccecaggag
gcgggtgttg
ccaggggcgg
gtaacgccte
agcgcactetce
agaatggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagcgaaagg
tggagtgtgg
ccttgttgga
gaaatttccg
ggaagactaa
ctaattttgc
gttaccatgg
atctactgag
cttttttggce
caactgctgt
agaatgctac
gccctgaatt
tattattcat
catggttaca
gcctacgtgg
gtttggttgg
gtggtaggag
ggtgaggget
tccectgtea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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aattcaacct
cceectectg
ggcgttttga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacg
ggcagcggca
aagcggacce
gcgcaagaaa
gggtaatgag
gacttttaat

. aacagatcag

agctcctaga
gagcgggagt
cgggctgget
tgtacacgtc
agacccggaa
tgaagaagtg
actgtgtgat
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcce
tccatatgaa
taagggttaa
cggatattgt
tctacatttc
aagtaatcaa
aagggctggg
gtggccectttg
ccctgggtga

<210>3

taacctttct
ggggaagaaa
ctgtggttceg
tttteccttet
tctggecaag
tcatatctga
gcacctecggce
caaccceccata
atacgggatc
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
tctcagggac
ctggtgaccg
gaacttttga
attgtggggce
accacatact
gttgttattg
cgatatccat
ctgattacca
gaagctettt
acggaggaag
ataaattact
gtggggggte
attcctggtce
cagtagtttg
tagtggaatc
ttatggtatg
ttacaaagtt
tcggggagcea

<211> 1768
<212> ADN
<213> Circovirus porcins

<400> 3

aattcaacct
ccececteeecg
ggcgttctga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacg
ggcageggca
aagcggacce
gcgcaagaaa
gggtaatgag
aacttttaat
aactgatcag
agctcctega
gagcgggagt

taacctttet
ggggaacaaa
ctgtggtagc
ttttecttct
tctggccaag
tcatagctga
gcacctcgge
caaccacata
atacgggagc
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
tctcaaggac
ctggtgaccg

EP 1281 760 B9 (W1B1)

tattctgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagcggtaa
atggctgegg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
ttccaatatc
cacctcacct
ggtatttggg
aatactgcag
aacggagtga

ttgcagagca-

aagtgagegy
cacctgggtg
ggaaaccacce
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggccagtt
gagtcttttt
tttaagatta
gtatatactg
tagtctcagce
taggacaggt
gcgggaggag
atcatctaga
gggccag

tattctgtag
gtcgtcaata
cttgacagta
ccaacggtag
atggctgegg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
tcccaatcte
cacctcacct
ggtatttggg
aatattgcag
aacggagtga
ttgcagagca

tattcaaagg
ttgaatctca
tatccgaagg
cggtggcggg
gggeggtgte
agtgcgctgt
cagcaacatg
gttcactctg
cctatttgat
ccaggggttc
tgcecgetge
taaagaaggce
cctgtctact
gcaccetgta
gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggetg
gactaaaggt
ccegttggaa
tactteccttg
cgtcaccctt
tatcacttceg
aattctctga
ttttcgaacg
cacagctgat
ttgggggtaa
tagtttacat
ataacagcac

tattcaaagg
ttaaatctca
tatccgaagg
cggtggceggg
gggcggtgec
agtgcgctgt
cagcaacatg
gttcacgetg
cctatttgat
ccaggggttc
tgccegetge
taaagaaggc
cctgtctact
gcaccctgta

gcacagagcg
tcatgtccac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttettectecg
aagtattacc
cccagcaaga
aataatcctt
tattttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttactga
gctgtgagta
acgtttgtca
aagcgtgatt
aaatgggctg
tggtgggatg
ccectgggaty
ggaactgtac
tggtactcct
gtattttgga
tccececcceat
taatggtttt
attgtacata
cagtgccgag
ttettttgte
agtagcggga
aggggtcata
tggagcccac

gtatagagat
tcatgtccac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttettetgeg
aagtattacc
cccagcaaga
aataatcctt
tattttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttactta
gctgtgagta
acgtttgtca

14

ggggtttgag
cgcccaggag
gegggtgttg
ccaggggcgyg
gtaacgccete
agcgcacttc
agaatggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca
aagcgaaagg
tggagtgtgg
ccttgttgga
gaaatttecg
ggaagactaa
ctaattttgce
gttaccatgg
atctactgag
cctetetgge
caactgctgt
agaatgctac
gccctgaatt
tattattcat
catggttaca
gcctacgtgg
gtttggttgg
gtggtaggag
ggtgagggcet
tcecectgtea

tttgttggtce
cgcccaggag
gcgggtgttg
¢caggggcgg
gtaacgcctce
agcgcacttce
agaatggaag
ccgaagacga
ttggegagga
tgaagaagca
aagccaaagyg
ttgaatgtgg
ccttgttgga
gaaatttcecg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767
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cgggectgget
tgtacacgtc
agacccggaa
tgaagaagtg
actgtgtgat
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tccatatgaa
ttagggttta
acggatattg
gtccacattt
gaagtaatca
gaagggttgg
tgtggccttt
accetgagtg

<210> 4

gaacttttga
attgtgggge
accacatact
gttgttattg
cgatatccat
ctgattacca
gaagctctcet
acggaggaag
ataaattact
agtggggggt
tagtcctggt
ctagaggttt
atagtggagt
gggattgtat
gttacaaagt
atgggggagce

<211> 1768

<212> ADN

<213> Circovirus porcins

<400> 4

aattcaacct

ccececteeeqg.

ggcgttgtga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacg
ggcagcggea
aagcggaccce
gcgcaagaaa
gggtaatgag
aacttttaat
aactgatcag
agctectega
gagcgggagt
cgggctggct
tgtacacgte
agacccggaa
tgaagaagtg
actgtgtgat
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tccatatgaa
ttagggttta
acggatattg
gtccacattt
gaagtaatca
gaagggttgg
tgtggeettt
accectgggtyg

<210>5

taacctttcet
ggggaacaaa
ctgtggtacg
ttttccttet
tctggccaag
tcatagctga
gcacctecgge
caaccacata
atacgggage
gaaggacgaa
aaagtgaagt
cagaataaag
tctcaaggac
ctggtgaccg
gaacttttga
attgtggggce
accacatact
gttgttattg
cgatatccat
ctgattacca
gaagctctct
acggaggaag
ataaattact
agtggggggt
tagtcectggt
ccagaggttt
atagtggagt
gggattgtat
gttacaaagt

atgggggagce

<211> 1759
<212> ADN

<213> Circovirus porcins

<400> 5

EP 1281 760 B9 (W1B1)

aagtgagcgg
cacctgggtg
ggaaaccacc
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggccagtt
gagtctettt
ctttaagatt
cgtatatact
gtagectcag
caagaacagyg
ggcgggagga
tatcatctag
agggccag

tattctgtag,

gtcgtcaatt
cttgacagta
ccaacggtag
atggctgegg
aaacgaaaga
agcacctcag
aaaggtgggt
tcccaatcte
cacctcacct
ggtatttggg
aatattgcag
aacggagtga
ttgcagagca
aagtgagcgg
cacctgggtg
ggaaaccace
atgactttta
tgactgtaga
gcaatcagac
atcggaggat
ggggccagtt
gagtcttttt
ctttaagatt
cgtatttact
gtagtctcag
caagaacagg
ggcgggagga
tatcatctag
agggcecag

gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggctg
gactaaaggt
ccegttggaa
tacttecttg
cgtcacecctt
tatcacttecg
aaattctctg
gttttcgaac
ccaaagctga
tttgggtgtg
gtagtttaca
aataacagca

tattcaaagqg
ttaaatctca
tatccgaagg
cggtggcggg
gggcggtgtc
agtgegctgt
cagcaacatg
gttcacgetg
cctatttgat
ccaggggttc
tgeccgetge
taaagaaggce
cctgectact
gcaccctgta
gaaaatgcag
tggtaaaagc
tagaaacaag
tggctggctg
gactaaaggt
ccegttggaa
tacttcecttg
cgtcaccctt
tatcacttcg
aaattctctyg
gttttcgaac
ccaaagctga
tttgggtgtg
gtagtttaca
aataacagca

aagcgtgatt
aaatgggctg
tggtgggatg
ccgtgggatg
ggaactgtac
tggtactcct
gtattttgga
tccecececceat
taatggttte
aattgtacat
gcagtgccga
ttececteetgt
aagtaacggg
tatgggtcat
gtggagccca

gtatagagat
tcatgtecac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttcttctgeg
aagtattacc
cccagcaaga
aataatcctt
tattttattg
gctaattttg
cacatcgaga
aacttactta
gctgtgagta
acgtttgtca
aagcgtgatt
aaatgggctg
tggtgggatg
ccgtgggatg
ggaactgtac
tggtactcct
gtattttgga
tccecceceat
taatggtttt
aattgtacat
gcagcgecga
ttccttttgt
aagtaacggg
tatgggtcat
gtggagccca

15

ggaagaccaa
ctaattttgce
gttaccatgg
atctactgag
cttetttggce
caactgctgt
agaatgctac
gcecetgaatt
tattattcat
acatggttac
ggcctacgtg
tatttggttg
agtggtagga
aggttagggc
ctccectatce

tttgttggte
cgcccaggag
gcgggtgteg
ccaggggegg
gtaacgcctc
agcgcacttce
agaatggaag
ccgaagacga
ttggcgagga
tgaagaagca

aagccaaagg.

ttgaatgtgg
ccttgttgga
gaaatttccg
ggaagaccaa
ctaattttgc
gttaccatgg
atctactgag
cttttttgge
caactgctgt
agaatgctac
gccctgaatt
tattattcat
acatggttac
ggcctacgtg
tatttggttg
agtggtagga
aggttagggc
ctcecectatce

900
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1140
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1260
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1380
1440
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dattcatatt
ccgecectgagg
ggctgcgagt
atacccgtet
cttctcegga
cteccrtggee
cacttcggca
ccgcaaccecc
aaaatacggyg

gaagagggta

.aacaaggtga

cagcagaata
cggaaccagg
tctttggtga
gctgaacttt
gtcatagtgg
agggacacct
gttgttgttt
gaccggtatc
attttgatta
gtagaagctc
tccacggagg
tataaaataa
atttagaggg
ataattttgg
ggtgtgggta
aattgtttgg
ccttatggtg
ggttacaaag

gatggggtct

210> 6

tagcctttcet
gggggaggaa
atcctecttt
tteggegeca
ggatgtttcc
acgtcatcct
gcggcageac
ataagaggtg
agcttccaat
gaactcctca
agtggtattt
aagaatactg
ggaagcgcag
ctgtagccga
tgaaagtgag
gcecegeccgg
actggaagcc
tggatgattt
cattgactgt
ccagcaatca
tctateggag
tacccgaagg
attactgagt
tcttttagga
getgtggcetg
tttaaatgga
tccagectcag
tggcgggagg
ttggcatcca
ctggggtaa

<212> ADN
<213> Circovirus porcins

EP 1281 760 B9 (W1B1)

aatacggtag
ctggccgatg
tatggtgagt
tctgtaacgg
aagatggctg
ataaaagtga
ctcggcageg
ggtgttcacc
ctccecttttt
cctccagggg
tggtgceccge
cagtaaagaa
cgacctgtcect
gcagttccect
cgggaagatg
ttgtgggaag
tagtagaaat
ttatggctgg
agagactaaa
ggcccaccag
gattactact
ccgatttgaa
cttttttgtt
taaattctct
cattttggag
gecacagcetg
gtttgggggt
agtagttaat
agataacaac

tattggaaag.

ttgaatttga
acaaattctg
tttctgaagg
€99999¢cg99g9
aagaagtgcg
tcagtgaaaa
cttaataatc
gattattttg
tttgcgaatt
tgccacateg
ggccacatac
actgcectgtga
gtaacgtatg
cagcagcegtg
agccagtggg
aagtggtggg
ttaccttggg
gggggtactg
gaatggtact
ttgcaattcte
gcagtggacc
atcacatcgt
gaattgtaca
cgcatagcecg
gtttcettta
gaagtacctg
ataggggtca
agtggaccca

gtaggggtag
ggtagttaac
tagaaaggcg
cggggtgtge
tcecttcttet
ctgctgtagt
tgccaagcaa
cttccgagga
tttgcggaga
ttgctaagaa
agaaagcgaa
ttatcgagtg
gtaccctttt
tgagaaattt
attggaagac
cccgtaattt
atggatatca
atgatctact
ttcecttetet
ccteaactgce
ggaagactgc
cacectgtge
aatggttttt
taaatagtca
aggcctgtgt
ttatttgggt
gagtggtagg
taggccaagt
acacctcttt

ggggttggtg
attccaagat
ggaattgaag
caaatatggt
gcggtaacgce
attaccagceg
gaaaagcggce
ggagaaaaac
ggaaggtttg
gcagactttt
aggaaccgac
tggagctccg
ggagacgggg
ccgegggetg
agctgtacac
tgetgagceet
tggagaagaa
gagactgtgt
ggccecgecagt
tgtceccaget
tggagaacaa
ccttttececa
atttttatct
gccttaccac
gctcgacatt
ggaaccaatc
taaagggctg
tggtggaggg
gattagaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1759

GAATTCAACCTTAACCTTTTTTATTCTGTAGTATTCARAGGGTATAAAGATTTTGTTGGTCCCCCCTCCCGGGGGAACAA
AGTCgTCAATATTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAGGGCGTTCTGACTGTGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAG
GTGCGGGAGAYGCGGGTGTTGARRATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGCGGGGGTGGACMANCCACGGGCE
GCGGCCGAWGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGGTGTCTTCTTCTGCGGTAACGCCTCCTTGGATACGTCATAGCTG
AARACGAAAGAAGTGCGCTGTAAGTATTACCAGCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACAT
GCCCAGCAAGAAGAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATARARGGTGGGTGTTCACGCTGAATAATCCTTCCCGAAGACG
AGCGCAAGARAATACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTTGATTATTTTATTGTTGGCCAGGAGGCTWWIGAGGAANGACGA
ACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCtAATTTTGTGAAGARGCaaACT Tt TAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTG
CCACATCGAGARAGCCAaAGGAACTGATCAGCAGAATAARAGAATATTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTTATTGAATGTG
GAGCTCCTCGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTACCTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACC
GTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAGAARTTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGARAAGTGAGCGGGAAAATGCA
GARGCGTGATTGGAAGACCAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGGTARAAGCAAATGGGCTGCTARTTTTG
CAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGAARCARGTGGTGGGATGGTTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATT
GATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGATCTACTGAGACTGTGTCATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAAGG
TGGAACTGTACNNNNNNNGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTE GGAATGGTACTCCTCARCTGCTG
TCCCAGCtGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGAL tACTTCCTTGGTATTTEtGGAaGAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA
GGGGGCCAGTTNGTCACCCTTTCCCCCCCATGCCCTGAATTTCCATaTGARATARATTACTGAGTCTTTTITATCACTTC
GTAATGGTTTTTATTATTCATTTAGGGTTTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTGTACATACATGGTTA
CACGGATATTGTAGTCCTGGTCGTATATACTGTTTTCGAACGCAGTGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTAGAGGTT
tGTAGCCTCAgCCAAAGCEGATTCCTTTTGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAGT CAAGAACAGGTTTGGGTGT
GAAGTARCGGGAGTGGTAGGAGAAGGATTGGGGGATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATATGGGTCATAGGTTAGGG
CTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGGAGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGGGGGAG
CAGGCCA
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Revendications

10.

1.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

Circovirus porcin de type Il isolé responsable chez le porc du syndrome de dépérissement généralisé de post-
sevrage (PMWS).

Circovirus selon la revendication 1, susceptible d'étre isolé d'un porc malade présentant le syndrome PMWS.
Circovirus selon la revendication 1 ou 2, tel que déposé auprés de I'ECACC sous l'une des références suivantes :
- V97100219

- V97100218

- V97100217

- V98011608
- V98011609.

Préparation de circovirus porcin de type Il isolé responsable chez le porc du syndrome de dépérissement géné-
ralisé de post-sevrage (PMWS), issue de culture cellulaire.

Préparation selon la revendication 4, dans laquelle le circovirus porcin de type Il est susceptible d'étre isolé d'un
porc malade présentant le syndrome PMWS.

Préparation selon la revendication 4 ou 5, choisie dans le groupe consistant dans les préparations déposées
aupres de 'ECACC sous l'une des références suivantes :

- V97100219

- V97100218

- V97100217

- V98011608

- V980116009.

Préparation selon I'une quelconque des revendications 4 a 6, purifiée.

Préparation selon I'une quelconque des revendications 4 a 7, concentrée.

Préparation selon I'une quelconque des revendications 4 a 8, inactivée.

Procédé de production de circovirus porcin de type Il responsable chez le porc du syndrome de dépérissement
généralisé de post-sevrage (PMWS), dans lequel des cellules en culture cellulaire in vitro sont infectées avec un

circovirus selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, et en ce que ledit circovirus se multiplie sur ces cellules.

Procédé selon la revendication 10, dans lequel, comme cellules, on utilise des cellules d'une lignée cellulaire de
rein de porc.

Procédé selon la revendication 11, dans lequel I'on utilise des cellules PK/15.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 10 a 12, comprenant la récolte et la purification du circovirus
porcin de type II.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 10 a 13, comprenant la concentration du circovirus porcin de
type Il.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 10 a 14, comprenant I'inactivation du circovirus porcin de type
Il.

Extrait ou surnageant de culture contenant un circovirus porcin de type Il et susceptible d'étre obtenu par mise en
oeuvre du procédé selon I'une des revendications 10 a 12.

Préparation antigénique contenant un circovirus porcin de type Il et susceptible d'étre obtenue par mise en oeuvre
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du procédé selon l'une des revendications 10 a 15.

Patentanspriiche

1.

10.

1.

12,

13.

14.

15.

16.

Isoliertes porcines Circovirus Typ Il, das beim Schwein fiir das PMWS-Syndrom ("Post Weaning Multisystemic
Wasting Syndrome") verantwortlich ist.

Circovirus nach Anspruch 1, das von einem kranken Schwein, das das PMWS-Syndrom aufweist, isoliert werden
kann

Circovirus nach Anspruch 1 oder 2, das beim ECACC unter den folgenden Nummern hinterlegt ist
- V97100219
- V97100218
- V97100217
- V98011608
- V98011609

Isoliertes porcines Circovirus-Typ-Il-Praparat, das beim Schwein fur das PMWS-Syndrom ("Post Weaning Multi-
systemic Wasting Syndrome") verantwortlich ist und aus einer Zellkultur stammt.

Praparat nach Anspruch 4, wobei das porcine Circovirus Typ Il von einem kranken Schwein, das das PMWS-Syn-
drom aufweist, isoliert werden kann

Praparat nach Anspruch 4 oder 5, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den bei der ECACC unter folgenden
Nummern hinterlegten Préparaten:

- V97100219

- V97100218

- V97100217

- V98011608

- V980116009.

Gereinigtes Praparat nach einem der Anspriiche 4 bis 6.

Konzentriertes Praparat nach einem der Anspriiche 4 bis 7.

Inaktiviertes Praparat nach einem der Anspriiche 4 bis 8.

Herstellungsverfahren fur porcines Circovirus Typ I, das beim Schwein fir das PMWS-Syndrom verantwortlich
ist, wobei die Zellen in Zellkultur in vitro mit einem Circovirus nach einem der Anspruche 1 bis 3 infiziert sind und
wobei sich der Circovirus auf den Zellen vervielfaltigt.

Verfahren nach Anspruch 10, bei dem als Zellen Zellen aus einer Schweinenierenzelllinie verwendet werden

Verfahren nach Anspruch 11, in dem PK/15-Zellen verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, umfassend die Gewinnung und die Reinigung des porcinen Cir-
covirus Typ Il

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 13, umfassend das Konzentrieren des porcinen Circovirus Typ Il
Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 14, umfassend die Inaktivierung des porcinen Circovirus Typ Il

Kulturextrakt oder -lberstand, der ein porcines Circovirus Typ Il enthalt, das durch die Durchfuhrung des Verfah-
rens nach einem der Anspruche 10 bis 12 erhalten werden kann
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Antigenes Praparat, das ein porcine Circovirus Typ Il enthalt, das durch die Durchfuhrung des Verfahrens nach
einem der Anspruche 10 bis 15 erhalten werden kann.

Claims

1. Isolated type Il porcine circovirus responsible for Post-Weaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) in pigs

2. Circovirus according to claim 1, isolatable from a diseased pig suffenng from PMWS

3. Circovirus according to claim 1 or 2, as deposited with the ECACC under one of the following references:

- V97100219
- V97100218
- V97100217
- V98011608
- V98011609

4. Preparation of isolated type Il porcine circovirus responsible for Post-Weaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) in pigs, obtained from cultured cells

5. Preparation according to claim 4, wherein said type Il porcine circovirus is isolatable from a diseased pig suffering
from PMWS.

6. Preparation according to claim 4 or 5, selected from the group consisting of the preparations deposited with the
ECACC under one of the following references:

- V97100219
- V97100218
- V97100217
- V98011608
- V98011609.

7. Preparation according to any one of claims 4-6, which is punfied.

8. Preparation according to any one of claims 4-7, which is concentrated.

9. Preparation according to any one of claims 4-8, which is inactivated.

10. Process for preparing a type |l porcine circovirus responsible for Post-Weaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) in pigs, wherein cells cultured in vitro are infected with a circovirus according to any one of claims 1-3,
and wherein said circovirus multiplies on said cells.

11. Process according to claim 10, wherein the cells used are cells from a pig kidney cell line.

12. Process according to claim 11, wherem the cells used are PKL/15 cells.

13. Process according to any one of claims 10-12, comprising harvesting and purifying said type Il porcine circovirus.

14. Process according to any one of claims 10-13, comprising concentrating said type Il porcine circovirus.

15. Process according to any one of claims 10-14, comprising inactivating said type Il porcine circovirus.

16. Culture supernatant or extract containing a type Il porcine circovirus, obtainable via the process according to one
of claims 10-12.

17. Antigemc preparation containing a type Il porcine circovirus obtainable via the process according to one of claims

10-15.
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[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Séquence de 1'’isclat

AATTCAACCT
51 GGGGTTTGAG

101 TCATGTCCAC

151 TATCCGAAGG

201 CCAGCGGTAA
251 TCTGGCCARG
302 CTTGGATACG
351 AGCGCALTTC
401 CCGAGCAAGA
45) GTTCACTCTG
$01 TTCCAATATC
551 GAAGGACGAA
601 GACTTTTAAT
651 AAGCGAAAGG
701 AACTTACTGA
751 CCTGTCTACT
801 TTGCAGAGCA
851 GAACTTTTGA
$01 TGTacACGTC
951 CTAATTTTGC
1001 TGGTGGGATG
1051 TGGCTGGCTG
1101 TGACTGTAGA
1151 CTGATTACCA

1201 CCCAGCTGTA

Figure N°

1

PCV Impl011-48121 (SEQ ID N°l)

TAACCTTTCT TATTCTGTAG
CCCCCTCCTG GGGGAAGAAA
CGCCCAGGAG GGCGTTCTGA
TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG
CGGTGGCGGE GGTGGACGAG
ATGGCTGCGE GGGCGGTGTC
TCATATCTIGA AAACGAAAGA
GGCAGCGGCA GCACCTCGGC
AGAATGGAAG AAGCGGACCC
AATAATCCIT CCGAAGACGA
CCTATTTGAT TATTTTATIG
CACCTCACCT CCAGGGGTTC
AAAGTGAAGT GGTATTTGGG
AACAGATCAG CAGAATAAAG
TGGAGTGTGG AGCTCCTAGA
GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA
GCACCCTGTA ACGTTIGTCA
AAGTGAGCGG GAAAATGCAG
ATTGTGGGGC CACCTGGGTG
AGACCCGGAA ACCACATACT
GTTACCATGG TGAAGAAGTG
CCCTGGGATSG ATCTACTGAG
GACTAAAGGT GGAACTGTAC
GCAATCAGAC CCCGTTGGAA

GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT

20

TATTCARAGG

GTCATTARTA

CTGTGGTICG

AAGATGCCAT

CCAGGGGCGG

TTCTTCTCCG

AGTGCGCTGT

AGCACCTCAG

CAACCCCATA

GCGCAAGAAA

TTGGCGAGGA

-GCTAATTTIG

TGCCCGCTGC
ARTACTGCAG
TCTCAGGGAC
GAGCGGGAGT
GAAATTTCCG
ARGCGTGATT
TGGTAAAAGC
GGAAACCACC
GTTGTTATTG
ACTGTGTGAT
CTTTITIGGC
TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

GCACAGAGCG
TTGARTCTCA
CTTGACAGTA

TTTTCCTTCT

GTAACGCCTC
AAGTATTACC

CAGCAACATG

ATACGGGATC
GGGTAATGAG
TGAAGAAGCA
CACATCGAGA
TAARGARGGC
AACGGAGTGA
CTGGTGACCG

CGGGCTGGCT

ARATGGGCTG

ATGACTTTTA

CGATATCCAT

CCGCAGTATT

CAACTGCTGT

GTATTTTGGA
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1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 1 (suite et £fin)

AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG
TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA
TATCACTTCG TAATGGTTIT TATTATICAT
TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA
ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGARCG
TCEACATTTC CAGCAGTTTG TAGTCTCAGC
GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC
AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG
TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAGGGCT
ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC

TCGGGGAGCA GGGCCAG

21

GGGGCCAGTT

ATAARTTACT

TAAGGGTTAA

CATGGTTACA

CAGTGCCGAG

CACAGCTGGT

TAGGACAGGT

TTATGGTATG

GTGGCCTTTG

TCCCCTGTCA

CGTCACCCTT
GAGTCTTTIT
GTGGGGGGTC
CGGATATIGT
GCCTACGTGG
TTCTTTTGIT
TTGGGGGTAA
GCGGGAGGAG
TTACARAGTT

CCCTGGGTGA



Séquence de l'isolat

1 ARTTCAACCT
51 GGGGTTTGAG
101 TCATGTCCAC
151 TATCCGAAGG
201 CCAGCGGTAA
251 TCTGGCCAAG
301 CTTGGATACG

351 AGCGCACTTC

402

451

501

551

601

651

701

CCCAGCAAGA

GTTCACTCTG

TTCCAATATC

GAAGGACGAA

GACTTTTAAT

RAGCGAAAGG

ARCTTACTGA

751 CCTGTCTACT

801 TTGCAGAGCA
851 GAACTTTTGA
901 TGTACACGTC
951 CTAATTTTGC
1001 TGGTGGGATG
1051 TGGCTGGCTG
1101 TGACTGTAGA
1151 CTGATTACCA

1201 CCCAGCTGTA

EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 2

PCV Imp1011-48285 (SEQ ID N°2)

TARCCTTTCT
CCCCCTCCTG
CGCCCAGGAG
TGCGGGAGAG
CGGTGGCGGG
ATGGCTGCGG
TCATATCTGA
GGCAGCGGCA
AGAARTGGAAG
AATAARTCCTT
CCTATTTGAT
CACCTCACCT
AAAGTGAAGT
AACAGATCAG
TGGAGTGTGG
GCTGTGAGTA
GCACCCTGTA
ARGTGAGCGG
ATTGTGGGGC
AGACCCGGAA
GTTACCATGG
CCCTGGGATG
GACTAAAGGT
GCAATCAGAC

GAAGCTCTTT

TATTCTGTAG TATTCARAGG
GGGGAAGAAA GTCATTAATA
GGCGTTTTGA CTGTGGTTCG
GCGGGTGTTG ARGATGCCAT
GGTGGACGAG CCAGGGGCGG
GGGCGGTGTC TTCTTCTCCG
AAACGAAAGA AGTGCGCTGT

GCACCTCGGC AGCACCTCAG

AAGCGGACCC
CCGAAGACGA
TATTTTATTG
CCAGGGGTTC
GGTATTTGGG
CAGAATAAAG

AGCTCCTAGA

CAARCCCCATA
GCGCAAGARA
TTGGCGAGGA
GCTAATTTTG
TGCCCGCTGC
AATACTGCAG

TCTCAGGGAC

CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT

ACGTTTGTCA GAAATTTCCG

GAAAATGCAG AAGCGTGATT

CACCTGGGTG TGGTAAAARGC

ACCACATACT GGAAACCACC

TGAAGAAGTG GTTGTTATIG

ATCTACTGAG ACTGTGTGAT

GGAACTGTAC CTTTTTTGGC

CCCGTTGGAA TGGTACTCCT

ATCGGAGGAT TACTTCCTTG

22

GCACAGAGCG
TTGAATCTCA
CTTGACAGTA
TTTTCCTTCT
CGGCGGAGGA
GTARCGCCTC
AAGTATTACC
CAGCAACATG
AARGGTGGGT
ATACGGGATC
GGGTAATGAG
TGAAGAAGCA
CACATCGAGA
TAAAGAAGGC
AACGGAGTGA
CTGGTGACCG
CGGGCTGGCT
GGAAGACTAA
ARATGGGCTG
TAGAARCAAG
ATGACTTTTA
CGATATCCAT
CCGCAGTATT
CAACTGCTGT

GTATTTTGGA



1281

1301

138

1401

1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

AGAATGCTAC
TCCCCCCCAT
TATCACTTCG
TTTAAGATTA
ATTCCTGGTC
TCTACATTTC
GTTTGGTTGG
AGTAGCGGGA
TAGTTTACAT
ATCATCTAGA

TCGGGGAGCA

EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 2 (suite et fin)

AGAACAATCC ACGGAGGAAG
GCCCTGAATT TCCATATGAA
TAATGGTTTT TATTATTCAT
AATTCTCTGA ATTGTACATA
GTATATACTG TTTTCGRACG
CAGTAGTTTG TAGTCTCAGC
AAGTAATCAA TAGTGGAATC
GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG
AGGGGTCATA GGTGAgGGCT
ATAACAGCAC TGGAGCCCAC

GGGCCAG

23

GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
ATAAATTACT GAGTCTTIIT
TAAGGGTTAA GTGGGGGGTC
CATGGTTACA CGGATATTGT
CAGTGCCGAG GCCTACGTGG
CACAGCTGAT TTCTTTIGTT
TAGGACAGGT TTGGGGGTAR
TTATGGTATG GCGGGAgGGAG
GTGGCCTTTG TTACAARGTT

TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA



EP 1281 760 B9 (W1B1)

[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Séquence de 1l‘'isolat

s1

101

151

201

251

301

sl

401

451

501

551

601

651

701

751

801

8S1

901

9s1

1001

1051

1101

1151

1201

AATTCAACCT

TTTGTIGGIC

TCATGTCCAC

TATCCGAAGG

CCARCGGTAG

TCTGGCCAAG

CTTGGATACG

AGCGCACTTC

CCCAGCAAGA

GTTCACGCTG

TCCCAATCTC

GAAGGACGAA

AACTTTTAAT

AAGCCARAAGG

AACTTACTTA

CCTGTCTACT

TTGCAGAGCA

GARCTTTTGA

TGTACACGTC

CTAATTTIGC

TGGTGGGATG

TGGCTGGCTG

TGACTGTAGA

CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

Figure N° 3

PCV Imp999 (SEQ ID N°3)

TAACCTTTTT
CCCCCTCCCG
CGCCCAGGAG
TGCGGGAGAG
CGGTGGCGGE
ATGGCTGCGG
TCATAGCTGA
GGCAGCGGCA
AGAATGGAAG
AATAATCCTT
CCTATTTGAT
CACCTCACCT
ARAAGTGAAGT
AACTGATCAG
TTGAATGTGG
GCTGTGAGTA
GCACCCTGTA
AAGTGAGCGG
ATTGTGGGGC
AGACCCGGAA
GTTACCATGG
CCGTGGGATG
GACTARAGGT
GCAATCAGAC

GAAGCTCTCT

TATTCTGTAG

GGGGAACAAA

GGCGTTCTGA

GCGGGTGTTG

GGTGGACGAG

GGGCGGTGTC

AAACGAAAGA

GCACCTCGGC

ARGCGGACCC

CCGAAGACGA

TATTTTATTG

CCAGGGGTTC

TATTCAAAGG

GTCGTCAATA

CTGTGGTAGC

AAGATGCCAT

CCAGGGGCGG

TTCTTCTGCG

AGTGCGCTGT

AGCACCTCAG

CAACCACATA

GCGCAAGAAA

TTGGCGAGGA

GCTAATTTTG

GGTATTTGGG
CAGAATAAAG
AGCTCCTCGA
CCTTGTIGGA
ACGTTTGTCA
GAAAATGCAG
CACCTGGGTG
ACCACATACT
TGAAGAAGTG
ATCTACTIGAG
GGAACTGTAC
CCCGTTGGAAR

ATCGGAGGAT

24

TOCLCGLTGL

AATATTGCAG

TCTCAAGGAC

GAGCGGGAGT

GAAATTTCCG

ARGCGTGATT

TGGTAAARGC

GGAAACCACC

GTTGTTATTG

ACTGTGTGAT

CTTTTTTGGC

GTATAGAGAT

TTAAATCTCA

CTTGACAGTA

TTTTCCTICT

CGGCGGAGGA

GTAACGCCTC

AAGTATTACC

CAGCARCATG

AAAGGTGGGT

ATACGGGAGC

GGGTAATGAG

TGAAGAAGCA

CACATCGAGA

TAAAGAAGGC

AACGGAGTGA

CTGGTGACCG

CGGGCTGGCT

GGAAGACCAA

ARATGGGCTG

TAGAAACARG

ATGACTTTTA

CGATATCCAT

CCGCAGTATT

TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

CAACTGCTGT

GTATTTTGGA



EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 3 (suite et £fin)

1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
1301 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTITIT
1351 TATCACTTCG TAATGGTITIT TATTATTCAT TTAGGGTITA AGTGGGGGGT
1401 CTTTARGATT AAATTCTCTG AATTGTACAT ACATGGITAC ACGGATATTG
1451 TAGTCCTGGT CGTATATACT GTTTTCGAAC GCAGTGCCGAR GGCCTACGTG
1501 GTCCACATTT CTAGAGGTTT GTAGCCTCAG CCAARGCTGA TTCCTTTTGT
1551 TATTTGGITG GAAGTAATCA ATAGTGGAGT CAAGAACAGG TTTGGGTGTG
1601 AAGTAACGGG AGTGGTAGGA GAAGGGTTGG GGGATTGTAT GGCGGGAGGA
1651 GTAGTTTACA TATGGGTCAT AGGTTAGGGC TGTGGCCTTT GTTACAAAGT
1701 TATCATCTAG AATAACAGCA GTGGAGCCCA CTCCCCTATC ACCCTGGGTG

1751 ATGGGGGAGC AGGGCCAG

25



Séguence de 1’isolat

1 AARTTCAACCT

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

851

1001

1051

1101

1151

1201

TTTGTIGGTC
TCATGTCCAC
TATCCGAAGG
CCAACGGTAG
TCTGGCCAAG
CTTGGATACG
AGCGCACTTC
CCCAGCAAGA
GTTCACGCTG
TCCCAATCTC
GAAGGACGAA
AACTTTTAAT
AAGCCAAAGG
AACTTACTTA
CCTGTCTACT
TTGCAGAGCA
GAACTTTTGA
TGTACALGTC
CTAATTTTGC
TGGTGGGATC
TGGCTGGCTG
TGACTGTAGA
CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 4

PCV Impl010 (SEQ ID N°4)

TAACCTTICT
CCCCCTCCCG
CGCCCAGGAG
TGCGGGAGAG
CGGTGGCGGG
ATGGCTGCGG
TCATAGCTGA
GGCAGCGGCA
AGAATGGAARG
AATAATCCTT
CCTATITGAT
CACCTCACCT
AAAGTGAAGT
AACTGATCAG
TTGAATGTGG
GCTGTGAGTA
GCACCCTGTA
ARGTGAGCGG
ATTGTGGGGC
AGACCCGGAA
GTTACCATGG
CCGTGGGATG
GACTAAAGGT
GCAATCAGAC

GAAGCTCTCT

TATTCIGTAG
GGGGAACAAR
GGCGTTIGIGA
GCGGGTGTTG
GGTGGACGAG
GGGCGGTGTC
AAACGAAAGA
GCACCTCGGC
AAGCGGACCC
CCGAAGACGA
TATTTIATIG
CCAGGGGTTC
GGTATTTGGG
CAGAATAARG
AGCTCCTCGA
CCTTGTTGGA
ACGTTIGTCA
GAAAATGCAG
CACCTGGGTG
ACCACATACT
TGAAGARGTG
ATCTACTGAG
GGAACTGTAC
CCCGTTGGAA

ATCGGAGGAT

26

TATTCAARGG

GTCGTCARTT

CTGTGGTACG

AARGATGCCAT

CCAGGGGCGG

TICTTCTGCG

AGTGCGCTGT

AGCACCTCAG

CAACCACATA

GCGCAAGAAA

TTGGCGAGGA

GCTAATTTTG

TGCCCGCTGC

AATATTGCAG

TCTCAAGGAC

GAGCGGGAGT

GAAATTTCCG

ARGCGTGATT

TGGTAAAAGC

GGAAACCACC

GTTGTTATIG

ACTGTGTGAT

CTTITTTTIGGC

TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

GTATAGAGAT
TTAAATCTCA
CTTGACAGTA
TTTICCTTCT
CGGCGGAGGA
GTAACGCCTC
AAGTATTACC
CAGCAACATG
AAAGGTGGGT
ATACGGGAGC
GGGTAATGAG
TGAAGAAGCA
CACATCGAGA
TARAGAAGGC
AACGGAGTGA
CTGGTGACCG
CGGGCTGGCT
GGAAGACCAA
ARATGGGCTG
TAGAAACARG
ATGACTTTTA
CGATATCCAT
CCGCAGTATT
CAACTGCTGT

GTATTTTGGA



1251

1301

1351

1401

1481

1501

15851

1601

1651

1701

1751

EP 1281 760 B9 (W1B1)

[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

AGAATGCTAC
TCCCCCCCAT
TATCACTTCG
CTTTAAGATT
TAGTCCTGGT
GTCCACATTT
TRTTTGGTTG
AAGTAACGGG
GTAGTTTACA
TATCATCTAG

ATGGGGGAGC

Figure N° ¢ (suite et fin)

AGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTIT
GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTIT
TAATGGTTTT TATTATTICAT TTAGGGTTTA AGTGGGGGGT
AMTTCTCTG AATTGTACAT ACATGGTTAC ACGGATATTG
CGTATTTACT GTTTTCGAAC GCAGCGCCGA GGCCTACGTG
CCAGAGGTTT GTAGTCTCAG CCAAAGCTGA TTCCTTTIGT
GAAGTAATCA ATAGTGGAGT CAAGAACAGG TTTGGGTGTG
AGTGGTAGGA GAAGGGTTGG GGGATTGTAT GGCGGGAGGA
TATGGGTCAT AGGTTAGGGC TGTGGCCTTT GTTACAAAGT
AATAACAGCA GTGGAGCCCA CTCCCCTATC ACCCTGGGTG

AGGGCCAG

27



EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° §

Alignement multiple de séguences CLUSTAL W

PCVPK-15

IMP999-ECO
IMP10O10-ST
IMP1011-48
IMP10ll1-48

PCVPK-15

IMP999-ECO
IMP1010-ST
IMP10lL1-48
IMP1011-~48

PCVPK-15

IMP998-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

PCVPK-~15

IMP993-ECO
IMP1010-8T
IMP10O11-48
IMP1011-48

PCVPK-15

IMP99S-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

PCVPK-15

IMP995-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

PCVPK-15

IMP999-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

AATTCATATTTAGCCTTTCTAATACGGTAGTATTGGAAAGGTAGGGGTAGGGGGTTGSTG
AATTCAACCTTAACCTTTT T TATICTGTAGTATTCARAGGGTATAGAGATTTIGTIGGTC
AATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGTATAGAGATTITGTTGGTC
AATTCAACCTTAACCTTTCTTATTCTGTAGTATTCARRGGGCACAGAGCGGGGGTTTGAG
AATTCAACCTTAACCTTTICTTATTCTGTAGTATTCAAAGGGCACAGAGCGGGGGTTTGAG

[ 22 2224 wed Feedd * wF * hddPeeer ¥ 0 > L whw *

CCGCCTGAGGGGGGGAGGAACTGGCCGATGTTGAATTTGAGGTAGTTAACATTCCAAGAT
CCCCCTCCCGGGGGAACAAAGTCGTCARTATTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG
CCCCCTCCCGGGEEGAACAAAGTCGTCAATTTTAAATCTCATCATGTCCACCGCCCAGGAG
CCCCCTCCTGGGGGAAGAAAGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTZCACCGCCCAGGAG
CCCCCTCCTGGGGGAAGAAARGTCATTAATATTGAATCTCATCATGTCCACCGCCTAGGAG

e by L2 24 L BN 4 e % vk vh PEhE & & L 24 " reR ¥

GGC- - TGCGAGTATCCTCCTTIT-ATGGTGAGTACRAATTCTGTAGAAAGGCGGGAATTG
GGCGTTCTGACTGETGGTAGCCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGETGTTG
GGCGTTGTGACTGTGETACGCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGLGGGTGTTG
GGCGTTCTGACTGTGGTTCGCTTGACAGTATATCCGAAGSTECGGGAGAGGCGGGTGTTG
GGCGTTTTGACTGTGGTTCGCTTGACAGTATATCCGAAGGTGCGGGAGAGGCGGGTGTTG

v » *r ¢ * *h » *w * * ¢ e P Preerey L 4 42

ARGATACCCGTCTTTCGGCGCCATCTGTAACGGTTTCTGARGGCGGGGTGTGCCAAATAT
AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGC -GGGGGTGGA - CGAGCCAGGGGC
AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAACGGTAGCGGTGGC - GGGGGTGGA - CGAGCCAGGGGC
AAGATGCCATTTTTCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGC -GGGGGTGGA - CGAGCCAGGGGC
AAGATGCCATTTTITCCTTCTCCAGCGGTAACGGTGGE -GGGGGTGRA - CGAGCCAGGGGC

koder & * % @ * *hdd ¢ PePe eewe * & e w9 *® woee

GGTCTTCTCCGGAGGATGTTTCCARGATGGCTGCGGGGGCGGGTCCTTCTTCTGCGGTAR
GG-- - -CGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGGGGCGETGTCTTCTTCTGCGGTAR
GG-- - -CGGCGGAGGATCTGECCCAAGATGGCTGCGGGGGCGETGTCTTCTTCTGCGGTAR
GG----CGGCGGAGGATCTGGCCAAGATGGCTGCGGEEGECEGETGTCTTCTTCTCCGGTAA
GG- - - -CGGCGGAGGATCTEGCCAAGATGGCTGCGGGGGCEETGTCTTCTTCTCCGGTAA

- L 4 (222222 2 BN J P12 3 X2 22222 2222243412 Sedvribdy wrewed

CGCCTCCTTGGCCACGTCATCCTATAAAAGTGAAAGARGTGCGCTGCTGTAGTATTACCA
CGCCTCCTTGGATACGTCATAGC ~ TGAAARCGAAAGAAGTGCGCTGTA - -AGTATTACCA
CGCCTCCTTGGATACGTCATAGC - TGAAARCGAAAGAAGTGCGCTGTA- ~AGTATTACCA
CGCCTCCTTGGATACGTCATATC - TGAAAACGAAAGARGTGCGCTGTA - -AGTATTACCA
CGCCTCCTTGGATACGTCATATC - TGAAARCGAAAGAAGTGCGCTGTA~ -AGTATTACCA

LA 242212 % 2 122222 2 * *ew L2222 2 222214212 (22222 1434

GCGCACTTCGGCAGCGECAGCACCTCGGCAGCS - - TCAGTG - -AAAATGCCARGCAAGAA
GCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGCAAGAR
GCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGCARAGAR
GCGCACTTCGGCAGCEGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCGAGCARGAA
GCGCACTTCGGCAGCGGCAGCACCTCGGCAGCACCTCAGCAGCAACATGCCCAGCARGAR

[Z2TTITLLII2L 2222 X4 222 2 2 2 24 adddd) LA 22 ) v PEERSF Shsebbed
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PCVPR-15

IMP9995-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
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PCVPK-15
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PCVPK-15

IMP9389-ECO
IMP1010~ST
IMP1011-48
IMPlOL1-48

PCVPK-15

IMP938-ECO
IMP2010-ST
IMP1011-48
IMP1011~48

PCVPK-15

IMP999-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

PCVPK-15
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IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48

PCVPK-15

IMP985-ECO
IMP1010-ST
IMP1011-48
IMP1011-48
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[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N° 5 (suite)

- = == e == == ARGCGGCCCGCARCCCCATAAGAGE TGGGTGTTCACCCTTAATARTCCTTC
GAATGGAAGAAGCGGACCCCARCCACATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGARTAATCCTTC
GAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCACATAAAAGGTGGGTGTTCACGCTGARTAATCCTIC
GAATGGAAGAAGCGGACCCCARCCCCATAAARGGTGGGTGTTCACTCTGAATARTCCTTC
GAATGGAAGAAGCGGACCCCAACCCCATAAAAGGTGGGTGTTCACTCTGAARTARTCCTTC

PERTEE Fh FEREE CEPNS P RPN OGO ENRINY * ¢ POV RRRbeITW

CGAGGAGGAGAAAAACAAAATACGGRAGCTTCCARTCTCCCTTTITGATIATITIGTTIG
CGAAGACGAGCGCAAGAAARTACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTIGATTATTTTATIGT
CGAAGACGAGCGCARGAAAATACGGGAGCTCCCAATCTCCCTATTTGATTATITTATIGT
CGAAGACGAGCGCRAGAAAATACGGGATCTTCCARTATCCCTATTTGATTATTITATIGT
CGAAGACGAGCGCAAGAAAATACGGGATCTTCCAATATCCCTATTTGATTATTTTATTGT

*he *¢ WP IR 2222222222 32 2R 21T AR 22T NI I L2204 sl SN 44

CGGAGAGGAAGGTTTGGAAGAGGGTAGAACTCCTCACCTCCAGGGGTTTGCGAATTTTIGC
TGGCGAGGAGGG TAATGAGGARGGACGARCACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTITIGT
TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGARCACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTTGT
TGGCGAGGAGGGTAATGAGGAAGGACGAACACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTARTTTTIGT
TGGCGAGCAGGGTAATGAGGAAGGACGARCACCTCACCTCCAGGGGTTCGCTAATTTIGT

*h RNWEEE® wEY *d ¢ wE ' SIZARR 222222222222 R I 4 B 2 4 4 222 J

TAAGAAGCAGACTTTTAACAAGG TGAAGTGGTATTTTGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA
GAAGAAGCAAACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA
GAAGAAGCAAACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA
GAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAA
GAAGAAGCAGACTTTTAATAAAGTGAAGTGGTATTTGGGTGCCCGCTGCCACATCGAGAR

Y2222 222222 BN 2 0 & A4 2 A0 2l Al dddd Y2233 2222 222 0 2 244 ad 2t dd

AGCGAAAGGAACCGACCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAAAGAAGGCCACATACTTAT
AGCCAAAGGAACTGATCAGCAGAATAAAGAATATTGCAGTARAGAAGGCAACTTACTTAT
AGCCAAAGGARCTGATCAGCAGAATARAGARTATTGCAGTAAAGAAGGCAACTTACTTAT
AGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGAATACTGCAGTAARGAAGGCAACTTACTGAT
AGCGAAAGGAACAGATCAGCAGAATAAAGARTACTGCAGTAARGAAGGCAACTTACTGAT

CES CLERRPES P VEEPOPEPRNOREOEIS RORCP RN ONPOC TS whd FHER *¢

CGAGTGTGGAGCTCCGCGGAACCAGGGGARGCGCAGCGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC
TGAATGTGGAGCTCCTCGATCTCAAGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC
TGAATGTGGAGCTCCTCGATCTCAAGGACARCGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC
GGAGTGTGGAGCTCCTRGATCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC
GGAGTGTGGAGCTCCTAGAfCTCAGGGACAACGGAGTGACCTGTCTACTGCTGTGAGTAC

*e boeREdvravedd * wh &b * *e S¢ "Q""t"'t"""f""

CCTTTTGGAGACGGGGTCTTTGG TGACTGTAGCCGAGCAGTTCCCTGTARCGTATGTGAG
CTTGTTCGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAG
CTTGTTGCAGAGCGGGAGTCTGG TGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTAACGTTTGTCAG
CTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGG TGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTARCGTTTGTCAG
CTTGTTGGAGAGCGGGAGTCTGGTGACCGTTGCAGAGCAGCACCCTGTARCGTTTGTCAG

® ® wevbdhd L 2 2 W PERPROREY St ¢k Chdded oo TT T L R 1 4 2 AY

ARATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAGTGAGCGGGAAGATGCAGCAGCGTGATTG
AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACTTTTGAAAG TGAGCGGGARAATGCAGAAGCGTGATTG
AAATTTCCGCGGGCTGGCTGAACT TTTGARAGTGAGCCGGAAAATGCAGARGCGTGATTG
AAATTTCCGCGGGCTGGCTGARCTTTTGARAGTGAGCGGGAARATGCAGAAGCGTGATTG
AAATTTCCGCGGGCTGGCTGARCTTTTGARAGTGAGCGGGAAAATGCAGARGCGTGATTG

N 2222222222 22 22 2R X222 L2222 22 2 200 2 0 4 4 24 cheRRERTRT
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Figure N° 5 (suite)

GAAGACAGCTGTACACGTCATAGTGGGCCCGCCOGGTTGTGGGAAGAGCCAGTGGGLCCE
GAAGACCAATGTACACGTCATTGTGGGGCCACCTGGGTGTGG TAAARGCAARTGGGCTGC
GAAGACCAATGTACACGTCATTGTGECGGCCACCTGGGTGTGGTAAARGCAAATGGGCTGC
GRAGACTAATGTACACGTCATTGCTGGGGCCACCTGGGTGTGETAAAARGCARATGGGCTGC
GAAGACTAATGTACACGTCATIGTCGGGCCACCTGGETCTGGTARAAGCAAATGGGCTGC

L2222 2] 'T22222 22222 K211 1 22 K L A LR 2222 EN LI LL BN L2 L2

TAATTTTGCTGAGCCTAGGGACACCTACTGGAAGCCTAGTAGAAATAAGTGGTGGGATGG
TAATTTTGCAGACCCGGAARCCACATACTGGARACCACCTAGAAACRAGTGGTGGGATGG
TAATTTTGCAGACCCGGAAACCACATACTGGAAACCACCTAGARACAAGTGGTGGGRTGG
TARTTTTGCAGACCCGGAARCCACATACTGGAARCCACCTAGARACAAGTGGTGGGATGG
TAATTTTGCAGACCCGGARACCACATACTGGAAACCACCTAGAAACAAGTGGTGGGATGG

TERETRORET de b WG PhEOPICRY *P (2222 L2140 222 24l sd]

ATATCATGGAGAAGAAGTTGTTGTTTTGGATGATTTTTATGGCTGGTTACCTTGGGATGA
TTACCATGGTGAAGAAGTGETTGTTATTGATGACTTTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGA
TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACT TTTATGGCTGGCTGCCGTGGGATGA
TTACCATGGTGAAGAAGTGGTTGTTATTGATGACT I TTATGGCTGGCTGCCCTGGGATGA
TTACCATGGTGARGAAGTGGTTGTTATTCGATGACT TTTATGGCTGGCTGCCCTGGGATGA

Wt BEErE PRICRIOS ShAPRE W PERRE PR RCONECRONE b oh thrPIhEe

TCTACTGAGACTGTGTGACCGGTATCCATTGACTGTAGAGACTAAAGGGGGTACTGTTCC
TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTAAARGGTGGARCTGTACC
TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTG TAGAGACTAAAGGTGGAACTGTACC
TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTG TAGAGACTARAGGTGGAACTGTACT
TCTACTGAGACTGTGTGATCGATATCCATTGACTGTAGAGACTARAGGTGGARCTGTACC

CEHCCFRTOFPEENOIRY F ¢ FRFTPICNIETIICI PN RN IPROES 7 TP PSd W

TTTTITGGCCCGCAGTATTTTGATTACCAGCAATCAGGCCCCCCAGGAATGGTACTCCTC
TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGARTGGTACTCCTC
TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTC
TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTC
TTTTTTGGCCCGCAGTATTCTGATTACCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATGGTACTCCTC

[ZTXITZIICTTIISI RS2 L R X 2 2 2 4 d a4 4 2 22 d N dldd T2 22 2 42 8 44

AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTACTTTGCAATTTTGGAA
AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACT TCCTTGGTATTTTGGAA
AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTCTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTIGGAA
AACTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACT TCCTTGGTATTTTGGAA
ARCTGCTGTCCCAGCTGTAGAAGCTCTTTATCGGAGGATTACTTCCTTGGTATTTTGGAR

[ YX22222222222 2222222 2 2 222 L A2 22 a2 22 d 22l 2 2NN L2 4 222 X442 24

GACTGCTGGAGAACAATCCACGGAGGTACCCGARGGCCGATTTGAAGCAGTGGACCCACC
GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAR- - ~GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC
GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA- - -GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC
GAATGCTACAGAACARTCCACGGAGGAA- - -GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC
GAATGCTACAGAACAATCCACGGAGGAA- - -GGGGGCCAGTTCGTCACCCTTTCCCCCCC

vk bhdd L2 22X AR T2 2 22 22222 2 L 4 e e & * * e e

CTGTGCCCTTTTCCCATATAAARTAAATTACTGAGTCTTTTT TG TTATCACATCGTARTG
ATGCCCTGAARTTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTT - - - TATCACTTCGTARTG
ATGCCCTGAATTTCCATATGARATAAATTACTGAGTCTTTTT - - - TATCACTTCGTAATG
ATGCCCTGAATTTCCATATGAAATAAATTACTGAGTCTTTTT - -~ TATCACTTCGTARTG
ATGCCCTGAATTTCCATATGAAATARATTACTGAGTCTTTTT - - - TATCACTTCGTAATG

*e @ (AR LI R YT S22 222222 222222 teeRes SeSRbORVY
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Figure N° 5 (suite et £fin)

GTTTITATT-TTTATTTA-~-TTTA~ ~~ -GAGGGTCTTTTAGGATAARTTCTCTGAATTG
GTTTITATTATTCATTTAGGG T TTAAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAARTTCTCTGAATTG
G T T TTATTATTCAT I TAGGG TT TAACGTGGGGGGTCTTTAAGATTAARTICTCTGAATTG
GTTTTTATTATTCATTARGGGTT - AAGTGGGGGGTCTTTAAGATTAAATTCTCTGAATTG
GTTTTTATTATTCATTAAGGGTT - AAGTGGGGGGTCTTTARGATTARATTCTCTGAATTG

L2222 122 B 2 B 21 N *d @ * deedededr ww (1224332221 2422 2

TACATAAATAGTCAGCCTTACCACATARTTT TGGGCTGTGGCTGC- ATTTTIGGAGCGCAT
TACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGG - TCGTATATRCTGTITTCGAACGCAG
TACATACATGGTTACACGGATATTGTAGTCCTGG - TCGTATTTACTGTTTTCGAACGCAG
TACATACATGGTTACACGGATATTGTATTCCTGGE ~ TCGTATATACTGTTTTCGARCGCAG
TACATACATGGTTACACGGATATTGTATICCTGG - TCGTATATACTGTITTCGARCGCAG

wodebd *F¥ % @ * * *e * e *e * ¥ PhEe TR Eve

AGCCGAGGCCTGTGTGCTCGACATTGGTGTGGGTATTTAAATGGAGCCACAGCTGGTITTIC
TGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATTTCTAGAGGTTTGTAGCCTCAGCCAAAGCTGATTCC
CGCCGAGGCCTACGTGGTCCACATT TCCAGAGGTTIGTAGTCTCAGCCAAAGCTGATTCC
TGCCGAGGCCTACGTGETCTACATTTCCAGCAGTTIGTAGTCTCAGCCACAGCTGGTTTC
TGCCGAGGCCTACGTGGTCTACATTICCAGTAGTTIGTAGTCTCAGCCACAGCTGATTTC

tererhdbree (220 2 B 14 4 24 e w b *eWEe doved e @

TTTTATTATTIGGGTGGARCCAATCAATTG T TTGGTCCAGCTCAGGTTIGGGGGTGAAGT
TTTIGTTATTTGGTTGGAAGTAATCAATAGTGGAGTCAAGAACAGGTTTGGGTGTGAAGT
TTTTGTTATT TGS TTGGAAGTAATCAATAGTGGAGTCAAGAACAGGTTTGGGTGTGAAGT
TTT TG T IGT T TGGTTGGARGTAATCAATAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTARRGT
TTTTGTTGT T TGGTTGGARGTARTCARTAGTGGAATCTAGGACAGGTTTGGGGGTAARGT

whERE® TR WeREP *tery LA 22222 2R 1) L2 B 3 YT X222 200 4 N 4 4 4 4

ACCTGGAGTGGTAGGTAARGGGCTGCCTTATGGTGTGGCGGGAGGAGTAGTTAATATAGG
AACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGGGGATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATATG
AACGGGAGTGGTAGGAGAAGGGTTGGCGCATTGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATATG
AGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGG
AGCGGGAGTGGTAGGAGAAGGGCTGGGTTATGGTATGGCGGGAGGAGTAGTTTACATAGG

* & voeRCERERELTS (21 4 4 2 4 J AR T ERTI T2 L L L2 22 N0 BN 4 L N 4

GGTCATAGGCCAAGTTGGTGGAGGGGGTTACAAAGTTGGCATCCAAGATAACAACAGTGG
GGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTGTTACARAGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGG
GGTCATAGGTTAGGGCTGTGGCCTTTCTTACAARGTTATCATCTAGAATAACAGCAGTGG
GGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAARGTTATCATCTAGAATAACAGCACTGG
GGTCATAGGTGAGGGCTGTGGCCTTTGTTACAAAGTTATCATCTAGAATAACAGCACTGG

(X2 4242244 * L4 424 A A2 2222441 LA 2 4 K 4 tehtek TH wEd

ACCCAACACCTCTTTGATTAGAGGTGATGGGGTCTCTGGGGTAR
AGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGGGGGAGCAGGGCCAG
AGCCCACTCCCCTATCACCCTGGGTGATGCGGGGAGCAGGGCCAG
AGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCAG
AGCCCACTCCCCTGTCACCCTGGGTGATCGGGGAGCAGGGCCAG

* ¢ de ¢ ¢ * » oot deoe * oo L 2

31



S1

101

151

201

251

301

351

401

451

501

581

601

€51

701

751

801

851

501

8§51

1001

1051

1101

1151

1201

1251

GAATTCAACC
TTTTCTIGGT
ATCATGTCCA
ATATCCGAAG
TCCAACGGTA
ATCTGGCCAA
CCTTGGATAC
CAGCGCACTT
GCCCAGCAAG
TGTTCACGCT
CTCCCaATCT
gGAANGACGA
aaACTTtTAA
AAAGCCAAAG
CAACTTACTT
ACCTGTCTAC
GTTGCAGAGC
TGAACTTTTG
ATGTACACGT
GCTAATTITTG
GTGGTGGGAT
ATGGCTGGCT
TTGACTGTAG
TCTGATTACC
TCCCAGCLGT

AaGAATGCTA

EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N°6
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Figure N°6 (suite)

TTCCCCCCCA TGCCCTGAAT TTCCATaTGA AATAAATTAC TGAGTCTTTT
TTATCACTTC GTAATGGTIT TTATTATTCA TTTAGGGTTT AAGTGGGGGS
TCTTTAAGAT TAAATTCTCT GAATTGTACA TACATGGTTA CAGGGATAIT
GTAGTCCTGG TCGTATATAC TGTTTTCGAAR CGCAGTGCCG AGGCCTACGT
GGTCCACATT TCTAGAGGTT LGTAGCCTCA gCCAAAGCEG ATTCCTTITIG
TTATTIGGTT GGAAGTAATC AATAGTGGAG TCAAGAACAG GTTTGGGTGT
GAAGTAACGG GAGTGGTAGG AGAAGGGTTG GGGGATTGTA TGGCGGGAGG
AGTAGTTTAC ATATGGGTCA TAGGTTAGGG CTGTGGCCTT TGTTACAAAG
TTATCATCTA GAATAACAGC AGTGGAGCCC ACTCCCCTAT CACCCTGGGT

GATGGGGGAG CAGGGCCA
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Figure N°7

8con.s = séquence clone pGEM-7/8
pcveco = séquence souche PCV PK/15

SCORES Initl: 2517 Imitn: 3774 Opt: 4010
75.8% identity in 1785 bp overlap

1769 1759 1749 1739 1729 1719

8con.s GAATTCIGECCCTGCTCCCCCATCACCCAGGGTGATAGGGGAGTGGGCTCCACTGCTGTT
PERVEL H e T L ey i

pcveco GARTTTTACCCCAGAGACCCCATCACCTCTARTCARAGAGGTGTTGGGTCCACTGTTIGTT
10 20 30 40 50 60

1709 1699 1689 1679 1669 1658

8con.s ATTCTAGATGATAACTTTGTAACAAAGGCCACAGCCCTAACCTATGACCCATATGTARAC
P HE TR LVE b e e i

pcveco ATCTTGGATGCCAACTTTGTAACCCCCTCCACCAACTTGGCCTATGACCCCTATATTAAC
70 80 90 100 110 120

1649 1639 1629 1619 1608 1599

8con.s TACTCCTCCCGCCATACARTCCCCCARCCCTTCTCCTACCACTCCCGTTACTTCACACCC
IR IR A R e

pcveco TACTCCTCCCGCCACACCATAAGGCAGCCCTTTACCTACCACTCCAGGTACTTCACCCCE
130 140 150 160 170 180

1589 1579 1569 1559 1549 1539

8con.s ARACCTGTTCTTGACTCCACTATTGATTACTTCCARCCARATAACARAAGGARTCAGCTT
PEEVLEE 00 b b Tl R PREEEEE Y Ve e 1

peveco AAACCTGAGCTGGACCARACAATTGATTGGTTCCACCCARATAATARAAGAARCCAGCTG

150 200 210 220 230 240

1529 1519 1509 1499 1489 1479

Bcon.s TGGCTGAGGCTACAARCCTCTAGAAATGTGGACCACGTAGGCCTCGGCACTGCGTICGAR
HL L b e ey e

peveco TGGCTCCATTTARATACCCACACCAATGTCGAGCACACAGGCCTCGGCTATGCGCTCCAR
250 260 270 280 290 300

1469 1459 1449 1439 1429 1419
8con.s AACAGTATATAC-GACCAGGACTACAATATCCGTGTAACCATGTATGTACRATTCAGAGA
fErr el R
pcveco AA-TGCAGCCACAGCCCAARATTATGTGGTAAGGCTGACTATTTATGTACAATTCAGAGA
310 320 330 340 350

1409 1399 1389 1379 1369 1359

8con.s ATTTAATCTTAAAGACCCCCCACTTAAACCCTAAATGAATAATAAAAACCATTACGARGT
PECLE e b e e i i e i

pcveco ATTTATCCTAAAAGACCCTC- - - ~TAAA- - ~TARAT-ARAAATAAAAACCATTACGATGT
360 370 380 390 400 410

1349 1339 1329 1319 1309 1299

Bcon.s GAT-- - AARAAAGACTCAGTAATTTATTTCATATGGAAATTCAGGGCATGGGGGGGARAG
R e .

pcveco GATAACAAARAAGACTCAGTAATTTATTTTATATGGGAAAAGGGCACAGGGTGGGTCCAC
420 430 440 450 460 470
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Figure N°7 (suite)

1289 1279 1269 1259 1249
8con.s GGTGACNARCTGGCCCCC- - - TTCCTCCGTGGATTGTTCTGTAGCATTCTTCCARRRTAC
oottt i b D LR e ety L
pcveco TGCTTCAARTCGGCCTTCGGGTACCTCCGTGAATTGTTCTCCAGCAGTCTTCCAAAATTG
480 490 500 530 520 530

1239 1229 1219 1209 1199 1189

8con.s CAAGGARGTAATCCTCCGATAGAGAGCTTCTACAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCA
PO HEO Rt e e e r e e e e i |

pcveco CARAGTAGTAATCCTCCGATAGAGAGCTTCTACAGCTGGGACAGCAGTTGAGGAGTACCA
540 550 560 570 580 590

1179 1169 11588 1149 1139 1129
8con.s TTCCAACGGGGTCTGATTGCTGGTAATCAGAATACTGCGGGCCNNNNNNNGTACAGTTCC
TR NN
pcvece TTCCTGGGGEECCTGATTGCTCGTARTCAARATACTGCGGGCCAAAAAAGGAACAGTACC
600 €10 620 €30 640 650

1119 1109 1099 1089 1079 1069
8con.8 ACCTTTAGTCTCTACAGTCAATGGATATCGATCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCACGG
PECCVEVE LR RRT TR L ey T L e r e e ety 11

pcveco CCCTTTAGTCTCTACAGTCAATGGATACCGGTCACACAGTCTCAGTAGATCATCCCARGG
660 670 680 690 700 710

2059 1049 1039 1029 1019 1009

8con.s CAGCCAGCCATAAAAGTCATCARTAACAACCACTTCTTCACCATGGTAACCATCCCACCA
EOROEETEEE TR b oeei e e e v 1 L

pcveco TAACCAGCCATAARAATCATCCAAAACAACAACTTCTTCTCCATGATATCCATCCCACCA
720 730 740 750 760 770

999 989 979 969 959 949

8con.s CTTGTTTCTAGGTGGTTTCCAGTATGTGGTTTCCGGGTCTGCARARTTAGCAGCCCATTT
LT 10 TR TH ERIRII R A

pcveco CTTATTTCTACTAGGCTTCCAGTAGGTGTCCCTAGGCTCAGCARARTTACGGGCCCACTG
780 790 800 810 820 830

939 929 919 909 899 889

8con.s GCTTTTACCACACCCAGGTGGCCCCACAATGACGTGTACATTGGTCTTCCAATCACGCTT
NIRRT IR R A e A At

pcveco GCTCTTCCCACAACCGGGCGGGCCCACTATGACGTGTACAGCTGTCTTCCARTCACGCTG
840 850 860 870 880 890

879 869 859 849 839 829

8con.s CTGCATTTTCCCGCTCACTTTCAAAAGTTCAGCCAGCCCGCGGARATTTCTGACAAACGT
FOCE CELEEE TR e R L e v i

peveco CTGCATCTTCCCGCTCACTTTCAAAAGTTCAGCCAGCCCGCGGARRTTTCTCACATACGT
900 910 920 930 940 950

819 809 799 789 779 769
8con.s TACAGGGTGCTGCTCTGCAACGGTCACCAGACTCCCGCTCTCCAACARGGTACTCACAGS
POREEE S0t e e b il e b |
peveco TACAGGGAACTGCTCGGCTACAGTCACCARAGACCCCGTCTCCAAARGGGTACTCACAGE
960 970 980 990 1000 1010
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Figure N°7 (suite)

759 749 739 729 719 709
8con.s AGTAGACAGGTCACTCCGTTGTCCTTGAGATCGAGGAGCTCCACATTCAATARGTAAGTT
JINUIRIRIEEIR CETERLREERERE B i
CACACTCGATAAGTATGTG

pcveco AGTAGACAGGTCGCTGCGCTTCCCCTGGTTCCGCGGAGCTC
1020 1030 1040 1080 1060 1070

699 689 679 669 659 649
8con.s GOCTICTTTACTGCAATATTCTTTATTCTGCTGATCAGTTCCTTTGGCTTTCTCGATGTG
CCELERVLERNEEY FH e e o beie e neiee
pcveco GCCTTCTTTACTGCAGTATTCTTTATTCTGCTGGTCGGTTCCTTTCGCTTTCTCGATGTS
1080 1090 1100 1110 1120 1130

639 629 619 609 599 589
gcon.s GCAGCGGGCACCCARATACCACTTCACTTTATTAARAGTTTGCTTCTTCACAAAATTAGC
PERLERELLREE DERbbreeeeeree b e neiielr e il
PCveco GCAGCGGGCACCAAAATACCACTTCACCTTGTTARAAGTCTGCTICTTAGCAAAATTCGE
1140 1150 1160 1170 1180 1190

$79 569 559 549 538 529
8con.s GAACCCCTGGAGGTGAGETGTTCETCNT TCCTCAWWACCCTCCTCGCCARCAATAARATA
UL ETT T T 00 =080 VD I 1 HT
pcveco AAACCCCTGGAGGTGAGGAGTTCTACCCTCTTCCAAACCTTCCTCTCCGCAARCAAAATA
1200 1210 1220 1230 1240 1250

S19 S09 499 489 479 469
8con.s ATCAAATAGGGAGATIGGGAGCTCCCETATITICTIGCGCTCGTCTTCGGARGGATTATT
PURUEE DEVLRIRRERE P rrrin i b et vt tee b terenre e
pcveco ATCAAARAGGGAGATTIGRAAGCTCCCGTATITIGTTITTCTCCTCCTCGGAAGGATTATT
1260 1270 1280 1290 1300 1310

459 443 439 429 419 409
8con.s CAGCGTGAACACCCACCTTTTATGTGGTTGGGGTCCGCTTCTTCCATTCITCTTGCTGGE
PETULURREERET O THEEE Aeeet e Vi IR
PCVeco AAGGGTGAACACCCACCTCTTATGEGGTTGCGGGCCGCTT - = mnmm e - TTCTTGCTTGG
1320 1330 1340 1350 1360

399 389 379 369 359 349
8con.s CATGTTGCTGCTGAGGTGCTGCCEAGGTGCTGCCGCTGCCGAAGTGCGCTGGTAATACT -
o P TERRET R PR e e e e b i e v e g
peveco CATTTT--CACTGA- -CGCTGCCGAGGTGCTGCCGCTGCCGARGTGCGCTGETAATACTA
1370 1380 1390 1400 1410

338 a2s 319 308 299 289
8con.s -TACAGCGCACTTCTITC-GTTTTCAGCTATGACGTATCCARGGAGGCGTTACCGCAGAA

FERRLETERLEIET FTE PERLEEE TEREI e
PCveco CAGCAGCGCACTTCTTTCACTTTTATAGGATGACGTGGCCARGGAGGCGTTACCGCAGAR

1420 1430 1440 1450 1460 1470

279 269 259 249 239 229

8con.s GAAGACACCGCCCCCGCAGECATCTTGGCCAGATCHTCCGCCGCCGECCETEGNTRGTCC

NN,

pcveco GAAGGACCCGCCCCCGCAGCCATCTTGGARACATCCTCCGGAGAAGACCATATTTGGCAC
1480 1450 1500 1510 1520 1530

36



EP 1 281 760 B9 (W1B1)
[figure(s) remplacée(s) ou ajoutée(s)]

Figure N°7 (suite et £in)

219 209 ass 189 179
8con.s ACCCCCGCCa-=m=- - ACCGCTACCGTTGGAGAAGGAAAARTGGCATTTTCARCACCCGC

PO PEEL LR D R b ae Tt
pcveco A-CCCCGCCTTCAGAAACCGTTACAGATGGCGCCGAARGACGGGTATCTTCAATTCCCGE

1540 1850 1560 1570 1580 1590

163 159 148 138 129 119
8con.s YTCTCCCGCACCTTCGGATATACTGTCAAGGCTACCACAGTCAGARCGCCCTCCTGGGLG

IRl IR
peveco CTTTCTACAGAATTTGTACTCACCATRAAAAG-GAGGATACTCGCA- -GCCATCTTGGART
1600 1610 1620 1630 1640 1650

109 99 89 79 69 59

Bcon.s GTGGACATGATGAGATTTAATATTGACGACTTTGTTCCCCCGGGAGGGGGGACCAACAAR
IR I IR s

pcveco GTTARCTACCTCARATTCAACATCGGCCAGTTCCTCCCCCCCTCAGGCGGCACCARCCCC
1660 1670 1680 1630 1700 1710

49 39 29 19 9
8con.s ATCTTTATACCCTTTGAATACTACAGAATARARRAGGTTAAGGTT
| L E b i b g

pcveco CTACCCCTACCTTTCCAATACTACCGTATTAGAAAGGCTAAATAT
1720 1730 1740 1750
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