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Humant parvovirus-B 19-primere og prober utledet fra konserverte regioner i parvovirus-B 19-genomet
beskrives. Ogsa nukleinsyrebaserte analyser som anvender primeme og probene beskrives.
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Teknisk fagomréde
Foreliggende oppfinnelse vedrerer generelt viral diagnostikk. Seerlig vedrerer

oppfinnelsen nukleinsyrebaserte analyser for ngyaktig diagnostisering av parvovirus-
B19 infeksjon, og til primere og prober for anvendelse i disse analyser.

Bakgrunn for oppfinnelsen
Humant parvovirus-B19 er et medlem av familien Parvoviridae, slekten

Erythrovirus og er et lite 22-nm tjueflatet, ikke-innkapslet virus med et linezrt,
enkeltradet DNA-molekyl pa ca. 5600 nukleotider. Det virale genom koder for tre
hovedproteiner, VP1, VP2 og NS1. Se Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936 og figur
1 heri. VP1 (83 kDa) og VP2 (58 kDa) er de strukturelle proteiner i proteinskallet som
omgir viruset. De to proteinene kodes for i overlappende leserammer fra henholdsvis ca.
nukleotid 2444 til 4789 og ca. 3125 til 4789. VP2 utgjer 95 % av proteinskallet og det
sterre VP1 proteinet utgjer bare 5 % av proteinskallet. VP1 er ngdvendig for virusets
modne tilpasning. NS1 (77 kDa) er et ikkestrukturelt protein og er til stede bare i den
nuklezre fraksjonen av infiserte celler, og er fravaerende i cytoplasmaet og i intakte
virion i serum.

Parvovirus-B19 ble ferst oppdaget i serum fra normale bloddonorer, og er det
eneste medlem av familien Parvoviridae som er kjent & vere patogent for mennesker.
Viruset er assosiert med et utstrakt omrdde med hensyn til sykdomsmanifestasjoner.
Humant parvovirus-B19 forarsaker normalt en asymptomatisk og/eller en mild,
selvbegrensende infeksjon hos barn. Hos voksne kan parvovirus-B19 forarsake en
overilt, transient symmetrisk polyartralgi og artritt. Parvovirus-B19 assosieres med
transient aplastisk krise (TAC) i pasienter som har underliggende hemolytiske
forstyrrelser. Kronisk B19-infeksjon og vedvarende anemi er rapportert i
immunkompromitterte pasienter med akutt leukemi, medfedte immunmangler, AIDS og
etter benmargstransplantasjon. Parvovirus-B19 er ogsa assosiert med fosterded i gravide
kvinner.

I de fleste land opptrer B19-virusinfeksjon generelt i lgpet av barndommen, og
ca. 50 % av barn har B19-antistoffer ved 15 ars alderen. Alminnelig forekomst av B19-
antistoff kan gke ytterligere gjennom livet og na verdier hayere enn 90 % i eldre
individer.

I parvovirus-B19-infeksjon hos menneske er det antatt at begynnende viral
replikasjon finner sted i luftveiene. Viruset mélretter sa cellene i benmargen. Dette forer
il viral replikasjon i stor malestokk, med rapportert viremi pa mellom 107 til 10
partikler/ml, som opptrer 7-10 dager etter infeksjon, men fer symptomene starter.

337901



10

15

20

25

30

35

Oppher av viremi finner sted samtidig med pavisning av spesifikke IgM-antistoffer som
forblir forhgyet i to til tre maneder. Anti-B19-IgG-antistoffer pavises fa dager etter
IgM-antistoffene opptrer, og vedvarer resten av livet.

Fraveer av lipidinnkapsling og begrenset DNA-innhold gjer parvovirus-B19
ekstremt resistent mot fysisk-kjemisk inaktivering. Spesielt i hgy konsentrasjon kan
parvovirus-B19 motsta konvensjonell varmebehandling av blodprodukter og overfering
av B19 gjennom administrering av opplesning-detergentbehandlet faktor VIII og damp-
eller terkebehandlet faktor VIII- og IX-preparater er dokumentert.

Humant parvovirus-B19 kan ikke dyrkes i konvensjonelle cellekulturer, som
gjer laboratoriepavisning og isolering av viruset ekstremt vanskelig. I mange &r var
derfor den eneste antigene kilde serum fra viremipasienter. Rekombinante antigener er
produsert for anvendelse i serologisk analyse i et forsek pd & omga disse problemene. Se
for eksempel Sisk og Berman, Biotechnology (1987) 5:1077-1080;

U.S. patent nr. 6 204 044. Immunenzymatisk IgM-innsamlingsanalyse er blitt anvendt
for pavisning av anti-B19-IgM, sa vel som diagnostisering av nylig B19-infeksjon. Den
diagnostiske utferelse av en rekke kommersielt tilgjengelige tester er imidlertid ikke
homogen. I tillegg kan IgM-baserte diagnostiske tester ikke pavise viruset det viremiske
trinn av infeksjon, og nar IgM-antistoffer er syntetisert, kan de forbli i sirkulasjon i flere
maéneder etter oppheret av viremi.

Den hgye forekomst av B19-antistoffer i den normale populasjonen, sammen
med det faktum at hgy viremi vanligvis vedvarer i bare en uke, gjor anvendelse av
serologisk baserte tester upraktisk. I tillegg kan serologisk diagnose vare lite & stole pa i
immunkompromitterte pasienter.

Nukleinsyrebasert hybridiseringsanalyse, slik som dot blot og in situ
hybridisering er anvendt for B19-pavisning. Disse analysene har generelt
pavisningsbegrensninger pa 1 til 0,1 pg viralt DNA (~10*-10° virale partikler). PCR har
sterre sensitivitet (~100 genomkopier). DNA hybridiseringsteknikker er imidlertid
tidskrevende og har begrenset anvendelse, og PCR er upraktisk for & screene store
preveantall.

Det forblir derfor behov for & utvikle palitelige diagnostiske tester for & pavise
parvovirus-B19 i viremiske prever for a forebygge virusoverfering gjennom blod- og
plasmaderivater eller ved tett personkontakt.

Oppsummering av oppfinnelsen
Foreliggende oppfinnelse er basert pa oppdagelsen av unike primere og prober

for anvendelse i nukleinsyrebasert analyse, sa vel som utvikling av en sensitiv og
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palitelig nukleinsyrebasert diagnostisk test for & pavise parvovirus-B19-DNA i
biologiske prover fra potensielt infiserte individer. Teknikken beskrevet heri anvender
ekstraherte DNA-prever som templat for oppformering av konserverte genomiske
regioner i B19-sekvensen ved anvendelse av transkripsjonsstyrt oppformering (TMA),
sa vel som i en 5’ nukleaseanalyse, slik som "TagMan”-teknikken. Ved pavisning av
B19-DNA i viremiske prever tillater fremgangsmatene si lave virale titere som 10°
viruspartikler/ml. Infiserte prever kan folgelig identifiseres og ekskluderes fra
transfusjon, sd vel som fra tillagingen av blodderivater.

I en utferelsesform er folgelig foreliggende oppfinnelse rettet mot en
fremgangsmaéte for padvisning av human parvovirus-B19-infeksjon i en biologisk preve,
kjennetegnet ved at nevnte fremgangsmate omfatter:

(a) aisolere nukleinsyre fra en biologisk preve mistenkt for 4 inneholde humant
parvovirus-B19-DNA, hvori nevnte nukleinsyre omfatter en malsekvens;

(b) & oppformere mélsekvensen ved 4 benytte en nukleinsyrepolymerase med 5°- til 3°-
nukleaseaktivitet, et primerpar som er i stand til & hybridisere til malsekvensen, og
en oligonukleotidprobe designet for a hybridisere 3’ til den ene av primerne i den
oppformerte sekvensen,
hvori

()] nevnte primerpar bestar av en sensprimer av SEKV ID nr. 88 og en
antisensprimer av SEKV ID nr. 89;

(i)  probens 5’ ende inneholder en fluorescerende rapporterfarge, og probens
3’ ende er blokkert for & hindre probeutvidelse og inneholder en farge
som bremser fluorescensen av den 5’ fluorofor;

(iii))  under oppformering fordayer polymerasen oligonukleotidproben nar den
hybridiserer til mélsekvensen, for dermed & separere rapportermolekylet
fra bremsermolekylet; og

(iv)  ettersom oppformeringen er utfert, blir fluorescensen pa
rapportgrmolekylet malt, med fluorescens som korresponderer til
nukleinsyreoppformeringsbegivenheten.

I en annen utferelsesform er oppfinnelsen rettet mot en fremgangsmate for
pavisning av human parvovirus-B19-infeksjon i en biologisk preve, kjennetegnet ved at
nevnte fremgangsmate omfatter:

(a) aisolere nukleinsyre fra en biologisk preve mistenkt for 4 inneholde humant
parvovirus-B19-DNA, hvori nevnte nukleinsyre omfatter en malsekvens;
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(b) a reagere den isolerte parvovirus-B19-nukleinsyren med et ferste oligonukleotid
omfattende en forste primer som omfatter en kompleksdannende sekvens
tilstrekkelig komplementzr til den 3’-terminale delen av malsekvensen som den
skal danne kompleks med, hvori nevnte ferste primer videre omfatter en promoter
for en DNA-avhengig RNA-polymerase 5’og operativt koblet til den
kompleksdannende sekvensen, hvori nevnte reaksjon er gjort under betingelser som
tilveiebringer dannelse av et oligonukleotid/malsekvenskompleks og initiering av
DNA-syntese;

(c) 4 utvide den forste primeren i en utvidelsesreaksjon ved 4 anvende malsekvensen
som et templat for & gi et ferste DNA-primerutvidelsesprodukt som er
komplementzrt til malsekvensen;

(d) a2 behandle DNA-primerutvidelsesproduktet med et andre oligonukleotid omfattende
en andre primer som omfatter en kompleksdannende sekvens tilstrekkelig
komplementer til den 3’-terminale delen av DNA-primerutvidelsesproduktet til &
danne kompleks dermed, under betingelser som tilveiebringer dannelse av et
oligonukleotid/malsekvenskompleks og initiering av DNA syntese;

(e) autvide den 3’-terminale del av den andre primeren i en DNA-utvidelsesreaksjon
for 4 gi et andre DNA-primerutvidelsesprodukt, og dermed produsere et templat for
den DNA-avhengige RNA-polymerase;

() a anvende templaten for produksjon av flere RNA-kopier av malsekvensen ved
anvendelse av en DNA-avhengig RNA-polymerase som gjenkjenner
promotersekvensen; og

(g) autokatalytisk repetere trinnene (b) til (f) ved anvendelse av RN A-kopiene fra trinn
(f) for oppformering av malsekvensen, hvori nevnte ferste og andre primer har
polynukleotidsekvensen til SEKV ID nr. 88 og 89.

I visse utferelsesformer omfatter fremgangsmaten videre trinnene:

(h) a tilsette en merket oligonukleotidprobe til produktet fra trinn (g), hvor
oligonukleotidproben er komplementzr til en del av malsekvensen, under betingelser
som tilveiebringer for hybridiseringen av proben med malsekvensen slik at det dannes
et probe:mal-kompleks; og

(1) & pavise nerver eller fraveaer av merking som indikasjon pa narver eller
fraveer av malsekvensen.

I andre utferelsesformer er merkingen en acridiniumester.
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I visse utferelsesformer av de forskjellige fremgangsmatene beskrevet ovenfor
tilveiebringes en internkontroll. Den interne kontrollen kan utledes fra sekvensen i figur
12 (SEKYV. ID nr. 92). I ytterligere utferelsesformer omfatter den interne kontroll
SEKV. ID nr. 90.

Et diagnostisk testsett omfattende oligonukleotidprimerne, og instruksjoner for
giennomfering av den diagnostiske testen kan tilveiebringes. Testsettet kan videre
omfatte en oligonukleotidprobe omfattende en parvovirus-B19-spesifikk
hybridiseringssekvens fra ca. 10 til ca. 50 nukleotider koblet til en acridinestermerking,

Disse og andre aspekter ifglge foreliggende oppfinnelse vil bli tydelige ved
referanse til den pafelgende detaljerte beskrivelse og de vedlagte tegninger.

Kort beskrivelse av figurene
Figur 1 er en skjematisk fremstilling av det humane parvovirus-B19-genom, som

viser de forskjellige kodende regioner hos viruset. Tre PCR-fragmenter er vist, ett med

ca. 700 basepar (bp), korresponderende til nukleotidposisjonene 2936-3635 av

parvovirus-B19-genomet, beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936; ett med

omtrentlig 370 bp innen 700 bp-fragmentet, korresponderende til nukleotidposisjonene

3073-3442 i parvovirus-B19-genomet, beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-

936; og ett med omtrentlig 214 bp korresponderende til nukleotidposisjonene 4728-

4941 i parvovirus-B19-genomet, beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.
Figurene 2A til 2U (SEKYV. ID nr. 1-21) viser DNA-sekvenser fra forskjellige

parvovirus-B19-isolater inkluderende korresponderende sekvenser til

nukleotidposisjonene 2936-3635 i parvovirus-B19-genomet, beskrevet i Shade et al., J.

Virol. (1986) 58:921-936; (700 bp-fragmentet fra figur 1).

Figur 2A (SEKV. ID nr. 1) er den korresponderende sekvens fra isolat CH47-26;

Figur 2B (SEKYV. ID nr. 2) er den korresponderende sekvens fra isolat CH48-29;

Figur 2C (SEKV. ID nr. 3) er den korresponderende sekvens fra isolat CH33-2;

Figur 2D (SEKYV. ID nr. 4) er den korresponderende sekvens fra isolat CH33-3;

Figur 2E (SEKYV. ID nr. 5) er den korresponderende sekvens fra isolat CH33-4;

Figur 2F (SEKYV. ID nr. 6) er den korresponderende sekvens fra isolat CH42-7;

Figur 2G (SEKYV. ID nr. 7) er den korresponderende sekvens fra isolat CH42-18;

Figur 2H (SEKYV. ID nr. 8) er den korresponderende sekvens fra isolat CH42-19;

Figur 21 (SEKYV. ID nr. 9) er den korresponderende sekvens fra isolat CH46-23;

Figur 2J (SEKV. ID nr. 10) er den korresponderende sekvens fra isolat CH1-1;

Figur 2K (SEKV. ID nr. 11) er den korresponderende sekvens fra isolat CH1-6;

Figur 2L (SEKYV. ID nr. 12) er den korresponderende sekvens fra isolat CH2-8,
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Figur 2M (SEKV. ID nr. 13) er den korresponderende sekvens fra isolat CH2-10;
Figur 2N (SEKV. ID nr. 14) er den korresponderende sekvens fra isolat CH2-11C;
Figur 20 (SEKYV. ID nr. 15) er den korresponderende sekvens fra isolat CH5-13;
Figur 2P (SEKV. ID nr. 16) er den korresponderende sekvens fra isolat CH7-22;
Figur 2Q (SEKV. ID nr. 17) er den korresponderende sekvens fra isolat CH13-27;
Figur 2R (SEKYV. ID nr. 18) er den korresponderende sekvens fra isolat CH14-33;
Figur 2S (SEKV. ID nr. 19) er den korresponderende sekvens fra isolat CH62-2;
Figur 2T (SEKV. ID nr. 20) er den korresponderende sekvens fra isolat CH64-2; og
Figur 2U (SEKV. ID nr. 21) er den korresponderende sekvens fra isolat CH67-2.

Figur 3A-3C (SEKV. ID nr. 22) viser en sekvens for PCR-fragmentet pa ca. 4.7
kbp vist i figur 1 fra parvovirus-B19 klon 2-B1. Sekvensen er et 4677-
nukleotidfragment som korresponderer til nukleotidposisjon 217-4893 fra Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936. Sekvensen som er vist inneholder den fullengde &pne
leseramme fra parvovirus-B19 som koder for NS1, VP1 og VP2, og ytterligere 5° og 3’
ikketranslaterte sekvenser.

Figurene 4A-4C (SEKYV. ID nr. 23) viser en sekvens for PCR-fragmentet pa ca.
4.7 kbp vist i figur 1 fra parvovirus-B19 klon 2-B6. Sekvensen er et 4677
nukleotidfragment korresponderende til nukleotidposisjonene 217-4893 fra Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936. Sekvensen som er vist innholdende den fullengde &pne
leseramme hos parvovirus-B19 som koder for NS1, VP1 og VP2, og ytterligere 5° og 3’
ikketranslaterte sekvenser.

Figurene SA (SEKV. ID nr. 24) og 5B (SEKYV. ID nr. 25) viser henholdsvis
NS1-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.

Figurene 6A (SEKYV. ID nr. 26) og 6B (SEKYV. ID nr. 27) viser henholdsvis
VP1-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.

Figurene 7A (SEKV. ID nr. 28) og 7B (SEKYV. ID nr. 29) viser henholdsvis
VP2-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.

Figurene 8A (SEKYV. ID nr. 30) og 8B (SEKYV. ID nr. 31) viser henholdsvis
NS1-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Figurene 9A (SEKYV. ID nr. 32) og 9B (SEKYV. ID nr. 33) viser henholdsvis
VP1-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Figurene 10A (SEKYV. ID nr. 34) og 10B (SEKV. ID nr. 35) viser henholdsvis
VP2-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Figurene 11A til 11Z (SEKV. ID nr. 62-87) viser DNA-sekvenser fra
forskjellige parvovirus-B19-isolater som inkluderer de korresponderende sekvensene til
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nukleotidposisjon 2936-3635 til parvovirus-B19-genomet, beskrevet i Shade et al., J.
Virol. (1986) 58:921-936 (700 bp-fragmentet fra figur 1).

Figur 11A (SEKV. ID nr. 62) er den korresponderende sekvens fra isolat CH80-1;
Figur 11B (SEKYV. ID nr. 63) er den korresponderende sekvens fra isolat CH81-3;
Figur 11C (SEKYV. ID nr. 64) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL1-4;
Figur 11D (SEKV. ID nr. 65) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL2-1,;
Figur 11E (SEKV. ID nr. 66) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL3-1;
Figur 11F (SEKV. ID nr. 67) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCLA-3;
Figur 11G (SEKV. ID nr. 68) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCLS5-2;
Figur 11H (SEKV. ID nr. 69) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL6-2;
Figur 111 (SEKV. ID nr. 70) er den korresponderende sekvens fra isolat BISSCL7-3;
Figur 11J (SEKV. ID nr. 71) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL8-2;
Figur 11K (SEKV. ID nr. 72) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL9-1,;
Figur 11L (SEKV. ID nr. 73) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL9-9,
Figur 11M (SEKYV. ID nr. 74) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL10-2;
Figur 11N (SEKV. ID nr. 75) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL11-1;
Figur 110 (SEKV. ID nr. 76) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL12-1;
Figur 11P (SEKYV. ID nr. 77) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL13-3;
Figur 11Q (SEKV. ID nr. 78) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL14-1;
Figur 11R (SEKV. ID nr. 79) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL15-3;
Figur 11S (SEKYV. ID nr. 80) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL16-2;
Figur 11T (SEKV. ID nr. 81) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL17-1;
Figur 11U (SEKV. ID nr. 82) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL18-1;
Figur 11V (SEKV. ID nr. 83) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL19-1;
Figur 11W (SEKYV. ID nr. 84) er den korresponderende sekvens fra isolat B19SCL20-3;
Figur 11X (SEKV. ID nr. 85) er den korresponderende sekvens fra isolat BI9SCL21-3;
Figur 11Y (SEKV. ID nr. 86) er den korresponderende sekvens fra isolat BIOSCL22-11;
Figur 11Z (SEKV. ID nr. 87) er den korresponderende sekvens fra isolat B1I9SCL2-14.
Figur 12 (SEKV. ID nr. 92) viser en eksempelsekvens som en internkontroll (IC) kan
utledes fra for malfanging og oppformering.

Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen
Praktiseringen av den foreliggende oppfinnelse benytter konvensjonelle

fremgangsmater for kjemiske, biokjemiske, rekombinante DNA-teknikker og virologi
innen fagfeltet med mindre annet er indikert. Slike teknikker forklares fullstendig i
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litteraturen. Se for eksempel Fundamental Virology, 2. utgave, bind I & II (B. N. Fields
og D. M. Knipe, red.); A. L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc.,
foreliggende utgave); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2.
utgave, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick og N. Kaplan, red., Academic
Press, Inc.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait, red., 1984); A Practical Guide to
Molecular Cloning (1984).

Det ma bekjennes at som anvendt i denne spesifikasjonen og de vedtatte krav,
vil de ubestemte entallsformene ”en” og "et”, og de bestemte endingene i
entallsformene ”-en” og ”-et” inkludere referanser til flertall med mindre innholdet klart
sier noe annet. For eksempel inkluderer saledes referansen et antigen” til en blanding
av to eller flere antigener, og liknende.

De folgende aminosyreforkortelsene anvendes gjennom hele teksten:

Alanin: Ala(A)
Arginin: Arg (R)
Asparagin:  Asn (N)
Asparginsyre: Asp (D)
Cystein: Cys (C)
Glutaminsyre: Gln (Q)
Glutamat: Glu (E)
Glysin: Gly (G)
Histidin:  His (H)
Isoleucin:  Tle ()
Leucin: Leu (L)
Lysin: Lys (K)
Metionin:  Met (M)
Fenylalanin: Phe (F)

Prolin: Pro (P)
Serin: Ser (S)
Treonin: Thr (T)
Tryptofan:  Trp (W)
Tyrosin: Tyr (Y)
Valin: Val (V)

L Definisjoner
De folgende uttrykk benyttes, og er ment & vere definert som indikert nedenfor.
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Uttrykkene ”polypeptid” og “protein” refererer til en polymer med
aminosyrerester, og er ikke begrenset til en minimumslengde av produktet. Peptider,
oligopeptider, dimerer, multimerer og liknende er séledes inkludert i definisjonen. Bade
fullengdeproteiner og fragmenter derav omfattes av definisjonen. Uttrykkende
inkluderer ogsé postekspresjonsmodifikasjoner av polypeptidet, for eksempel
glykosylering, acetylering, fosforylering og liknende. Videre refererer et ”polypeptid”
til et protein som inkluderer modifikasjoner, slik som delesjoner, addisjoner og
substitusjoner (generelt konservative av natur) til den native sekvensen sé lenge
proteinet opprettholder den enskete aktivitet. Disse modifikasjonene kan vere bevisste
som gjennom setedirigert mutagenese, eller vere tilfeldige, slik som gjennom
mutasjoner av verter som produserer proteiner eller feil pa grunn av PCR-oppformering.

Et parvovirus-B19-polypeptid er et polypeptid som definert ovenfor, utledet fra
et protein kodet av B19-genomet, slik som fra de ikke-strukturelle proteinene NS1 og
NS2, sé vel som fra proteinene som danner den virale proteinkappen VP1 (omkring 781
aminosyrer i lengde) eller VP2 (omtrent 554 aminosyrer i lengde). Representative NS1-,
VP1- og VP2-sekvenser er vist i figurene 5-10. Polypeptidet trenger ikke fysisk & vare
utledet fra parvovirus-B19, det kan vere syntetisk eller produsert rekombinant.
Polypeptidet kan veere utledet fra enhver av de forskjellige parvovirus-B19-stammer og
isolater. En rekke konserverte og variable regioner mellom disse stammene og isolater
er kjente, og generelt vil aminosyresekvenser til for eksempel epitoper utledet fra disse
regionene ha en hgy grad av sekvenshomologi, for eksempel
aminosyresekvenshomologi pa mer enn 30 %, foretrukket mer enn 40 %, nér de to
sekvensene oppstilles. Eksempelvis refererer uttrykket ”VP1”-polypeptidet for
eksempel saledes til nativ VP1 fra enhver av de forskjellige parvovirus-B19-stammene
og isolatene. De fullstendige genotypene og sekvensene for de ovennevnte proteiner fra
mange parvovirus-B19-stammer og isolater er kjente. Se for eksempel Shade et al., J.
Virol. (1986) 58:921-936; Gallinella et al., J. Virol. Methods (1993) 41:203-211.
Epitoper fra parvovirus-B19 utledet fra disse regioner er ogsa kjente. Se for eksempel
U.S. patent nr. 5 436 127 og Internasjonal Publikasjon nr. WO 91/122609.

Uttrykkene ”analog” og "mutein” refererer til biologisk aktive derivater av
referansemolekylet eller fragmenter av slike derivater, som bevarer gnsket aktivitet, slik
som immunreaktivitet i diagnostiske analyser. Generelt refererer uttrykket ”analog” til
forbindelser som har en nativ polypeptidsekvens og struktur med en eller flere
aminosyretilsettinger, substitusjoner (generelt konservative av natur) og/eller delesjoner,
relativt til det native molekylet sé lengde modifikasjonene ikke gdelegger immunogen
aktivitet. Uttrykket ” mutein” refererer til peptider som har ett eller flere
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peptidetterlikninger ("peptoider”), slik som de beskrevet i Internasjonal Publikasjon nr.
WO 91/04282. Fortrinnsvis har analogen eller muteinet minst den samme
immunreaktiviteten som det native molekylet. Fremgangsmater for 4 lage
polypeptidanaloger og muteiner er kjent i fagfeltet, og er videre beskrevet nedenfor.

Searlig foretrukne analoger inkluderer substitusjoner som er konservative av
natur, dvs. de substitusjoner som finner sted innen en aminosyrefamilie som er relatert
til deres sidekjeder. Spesielt er aminosyrer inndelt i fire familier: (1) sure — aspartat og
glutamat; (2) basiske — lysin, arginin, histidin; (3)ikke-polare — alanin, valin, leusin,
isoleusin, prolin, fenylalanin, metionin, tryptofan; og (4) uladet polare — glysin,
asparagin, glutamin, cystein, serin, treonin, tyrosin. Fenylalanin, tryptofan og tyrosin
klassifiseres noen ganger som aromatiske aminosyrer. For eksempel er det rimelig
forutsigbart at en isolert erstatning av leusin med isoleusin eller valin, en aspartat med et
glutamat, en treonin med en serin, eller en liknende konservativ erstatning av en
aminosyre med en strukturell relatert aminosyre, ikke vil ha stor effekt pa den
biologiske aktiviteten. For eksempel kan polypeptidet av interesse inkludere opptil 5-10
konservative eller ikke-konservative aminosyresubstitusjoner, eller til og med opptil
omkring 15-25 konservative eller ikke-konservative aminosyresubstitusjoner, eller
ethvert heltall mellom 5-25, sa lenge den enskete molekylfunksjon forblir intakt. En
fagperson kan lett bestemme regioner i molekylet av interesse som kan tolerere
forandringer, med referanse til Hopp/Woods og Kyte-Doolittle-plottinger, velkjent i
fagfeltet.

Nar det refereres til et polypeptid har uttrykket "isolert” betydningen at det
indikerte molekyl er separat og atskilt fra den hele organsimen der molekylet finnes 1
naturen, eller er til stede i det vesentlige fravearet av andre biologiske makromolekyler
av samme type. Med hensyn til et polynukleotid har uttrykket "isolert” betydningen et
nukleinsyremolekyl som er fritt for, fullstendig eller delvis, sekvenser som normalt
assosieres med det i naturen; eller en sekvens slik som den eksisterer i naturen, men
som har heterologe sekvenser assosiert dermed; eller et molekyl som er disassosiert fra
kromosomet.

Et polynukleotid "utledet fra” eller ”spesifikk for” en utpekt sekvens refererer til
en polynukleotidsekvens omfattende en sammenhengende sekvens pa omtrent minst 6
nukleotider, foretrukket minst ca. 8 nukleotider, mer foretrukket minst ca. 10-12
nukleotider, enda mer foretrukket minst ca. 15-20 nukleotider som korresponderer, dvs.
identiske eller komplementere til en region i den utpekte nukleotidsekvensen. Det
utledete polynukleotid vil ikke ngdvendigvis vare utledet fysisk fra nukleotidsekvensen
av interesse, men kan vare laget pa enhver mate, inkludert, men ikke begrenset til,



10

15

20

25

30

35

337901

11

kjemisk syntese, replikering, revers transkripsjon eller transkripsjon, basert pa
informasjon tilveiebrakt fra sekvensen med baser i regionen(e) som polynukleotidet er
utledet fra. Det kan saledes representere enten en sens eller en antisens orientering av
det originale polynukleotidet.

”Homologi” refererer til prosentlikhet mellom to polynukleotid eller to
polypeptiddeler. To DNA eller to polypeptidsekvenser er ”vesentlig homologe” til
hverandre nar sekvensene utviser minst ca. 50 %, foretrukket minst omkring ca. 75 %,
mer foretrukket minst ca. 80 % - 85 %, foretrukket minst ca. 90 %, og mest foretrukket
minst ca. 95 % - 98 % sekvenslikhet over en definert lengde av molekylene. Som
anvendt heri refererer vesentlig homologt ogsa til sekvenser som viser fullstendig
identitet til den spesifiserte DNA- eller polypeptidsekvensen.

Generelt refererer ”identitet” til en eksakt nukleotid-til-nukleotid eller
aminosyre-til-aminosyre korrespondering av henholdsvis to polynukleotider eller
polypeptidsekvenser. Prosentidentitet kan bestemmes ved en direkte sammenlikning av
sekvensinformasjon mellom to molekyler ved a stille opp sekvensene og telle det
eksakte antall treff mellom de to oppstilte sekvensene, dividere med lengden av den
kortere sekvensen, og sa multiplisere resultatet med 100.

Lett tilgjengelige dataprogrammer kan anvendes for 4 avhjelpe analyseringen av
homologi og identitet, slik som ALIGN, Dayhoff, M. O. i Atlas of Protein Sequence and
Structure M. O. Dayhoff, red., 5 Suppl. 3:353-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington DC, som tilpasser den lokale, homologe algoritmen til Smith
og Waterman, Advances in Appl. Math. 2:482-489, 1981 for peptidanalyse. Programmer
for 4 bestemme nukleotidsekvenshomologi er tilgjengelige i Wisconsin Sequence
Analysis Package, versjon 8 (tilgjengelig fra Genetics Computer Group, Madison, WI)
for eksempel programmene BESTFIT, FASTA og GAP, som ogsé baserer seg pa Smith
og Waterman algoritmen. Disse programmene anvendes enkelt med
standardparametrene som anbefales av produsenten og er beskrevet i Wisconsin
Sequence Analysis Package, referert til ovenfor. For eksempel kan prosenthomologi av
en bestemt nukleotidsekvens til en referansesekvens bestemmes ved anvendelse av
homologialgoritmen til Smith og Waterman med en standard scoringstabell og en gap-
straff pa seks nukleotidposisjoner.

En annen fremgangsmate for a fastsld prosenthomologi er & anvende MPSRCH-
programpakken som universitetet i Edinburgh har opphavsretten til, utviklet av John F.
Collins og Shane S. Sturrok, og distribuert av IntelliGenetics, Inc. (Mountain View,
CA). Fra dette programsettet kan Smith-Waterman-algoritmen brukes der
standardparametre anvendes for scoringstabellen (for eksempel gap-apningsstraff pa 12,
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gap-ekstensjonsstraff pa 1, og et gap pa seks). Fra de genererte data vil verdien ”Treff”
reflektere ”sekvenshomologo”. Andre passende programmer for & beregne
prosentidentitet eller sekvenslikhet er generelt kjent i fagfeltet, for eksempel er et annet
oppstillingsprogram BLAST, som anvendes med standard parametre. For eksempel kan
BLASTN og BLASTP anvendes ved a bruke de felgende standardparametrene: genetisk
kode = standard; filter = ingen; trdd = begge; cutoff = 60; forvent = 10; Matrise =
BLOSUMSG62; Beskrivelser = 50 sekvenser; sortert ved = HOY SCORE; Databaser =
ikke-overfladig, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translasjoner +
Swiss protein + Spupdate + PIR. Programdetaljer finnes pa denne internettadressen:
http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST.

Homologi kan alternativt bestemmes ved hybridisering av polynukleotider under
betingelser som danner stabile duplekser mellom homologe regioner, etterfulgt av
fordeying med enkeltradspesifisert nuklease(r), og sterrelsesbestemmelse av de
fordeyde fragmenter. DNA-sekvenser som er vesentlig homologe kan identifiseres i et
Southern hybridiseringseksperiment under for eksempel stringente betingelser, som
definert for det bestemte system. A definere passende hybridiseringsbetingelser er
innenfor fagfeltet. Se for eksempel Sambrook et al., supra; DNA Cloning, supra;
Nucleic Acid Hybridization, supra.

”Operativt koblet” refererer til et elementarrangement hvori komponentene
beskrevet er slik konfigurert at de utferer deres enskete funksjon. En gitt promoter er
saledes operativt tilkoblet en nukleinsyresekvens som er i stand til 4 pavirke
transkripsjonen, og i tilfellet av en kodende sekvens, ekspresjonen av den kodende
sekvens nér passende transkripsjonsfaktorer etc. er til stede. Promoteren trenger ikke &
vere i sammenheng med nukleinsyresekvensen sa lenge den fungerer slik at den
dirigerer transkripsjonen og/eller ekspresjonen derav. For eksempel kan saledes
mellomliggende utranslaterte, men dog transkriberte sekvenser vere til stede mellom
promotersekvensen og den kodende sekvens, slik som transkriberte introner, og
promotersekvensen kan fremdeles betraktes som “operativt bundet” til den kodende
sekvens.

”Rekombinant” som anvendt heri for & beskrive et nukleinsyremolekyl, betyr et
polynukleotid av genomisk, cDNA, viral, semisyntetisk eller syntetisk opprinnelse, som
i kraft av sin opprinnelse eller manipulering ikke er assosiert med hele eller en del av
polynukleotidet som det naturlig er assosiert med. Uttrykket “rekombinant” som
anvendt med hensyn til et protein eller polypeptid betyr et polypeptid produsert ved
ekspresjon av et rekombinant polynukleotid. Generelt klones genet av interesse for sa &
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uttrykkes 1 transformerte organismer, som beskrives nedenfor. Vertsorganismen
uttrykker det fremmede genet for & produsere proteiner under uttrykkingsbetingelser.

Et ’kontrollelement” refererer til en polynukleotidsekvens som hjelper til i
transkripsjonen og/eller translasjonen av en nukleotidsekvens som den er tilkoblet.
Uttrykket inkluderer promotere, transkripsjontermineringssekvenser,
oppstremsregulatoriske doméner, polyadenyleringssignaler, utranslaterte regioner
inkluderende 5’-UTR og 3°-UTR og nar det er passende, ledesekvenser og forsterkere,
som kollektivt tilveiebringer transkripsjonen og translasjonen av en kodende sekvens 1
en vertscelle.

En ”promoter” som anvendt her, er en regulatorisk region som er i stand til &
binde en polymerase og initiere transkripsjon av en nedstrems (3’ retning)
nukleotidsekvens som er operativt koblet til den. En promotersekvens inkluderer det
minimum antall baser eller elementer som er ngdvendig for & starte transkripsjon av en
sekvens av interesse i nivder som er pavisbare over bakgrunn. Innen promotersekvensen
er et transkripsjonsinitieringssete, sé vel som proteinbindende doméner
(konsensussekvenser) som er ansvarlige for binding av RNA- eller DNA-polymerasen.
For eksempel kan en promoter vare en nukleinsyresekvens som gjenkjennes av en
DNA-avhengig RNA-polymerase (“transkriptase”) som et signal for a binde seg til
nukleinsyren og begynne transkripsjonen av RNA pa et spesifikt sted. For binding
krever slike transkriptaser generelt dobbeltrddet DNA i den delen som omfatter
promotersekvensen og dens komplement; templatdelen (sekvensen som skal
transkriberes) trenger ikke veare dobbeltradet. Individuelle DNA-avhengige RNA-
polymeraser gjenkjenner en rekke forskjellige promotersekvenser som kan variere
markert i deres transkripsjonsfremmende effektivitet. Nar en RNA-polymerase binder til
en promotersekvens for & starte transkripsjon er ikke promotersekvensen del av den
transkriberte sekvensen. RNA-transkriptene som produseres vil saledes ikke inkludere
den sekvensen.

En kontrollsekvens “dirigerer transkripsjonen” av en nukleotidsekvens nér
RNA- eller DNA-polymerasen vil binde promotersekvensen og transkribere den
tilstatende sekvensen.

En ”DNA-avhengig DNA-polymerase” er et enzym som syntetiserer en
komplementar DNA-kopi fra et DNA-templat. Eksempler er DNA-polymerase-I fra
E. coli og bakteriofag T7-DNA-polymerase. Alle kjente DNA-avhengige DNA-
polymeraser krever en komplementer primer for & starte syntesen. Under passende
betingelser kan en DNA-avhengig DNA-polymerase syntetisere en komplementaer
DNA-kopi fra et RNA-templat.
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En ”"DNA-avhengig RNA-polymerase” eller en transkriptase” er et enzym som
syntetiserer flere RNA-kopier fra et dobbeltrddet eller delvis dobbeltradet DNA-
molekyl som har en (vanligvis dobbeltradet) promotersekvens. RNA-molekylet
("transkriptene”) syntetiseres i den 5’- til 3’-retningen ved en spesifikk posisjon rett
nedstrems for promoteren. Eksempler pa transkriptaser er den DNA-avhengige
polymerasen fra E. coli og bakteriofagene T7, T3 og SP6.

En ”"RNA-avhengig DNA-polymerase” eller “revers transkriptase” er et enzym
som syntetiserer en komplementer DNA-kopi fra et RNA-templat. Alle kjente revers
transkriptaser har ogsa evne til & produsere en komplementzer DNA-kopi fra et DNA-
templat; saledes er bAde RNA- og DNA-avhengige DNA-polymeraser. En primer er
nedvendig for a starte syntesen med bdde RNA- og DNA-templater.

”RNAse H” er et enzym som degraderer RNA-delen av en RNA:DNA-dupleks.
Disse enzymene kan vere endonukleaser eller exonukleaser. De fleste revers
transkriptaseenzymer inneholder normalt en RNAse-H aktivitet i tillegg til deres
polymeraseaktivitet. Andre kilder av RNAse-H er imidlertid tilgjengelige uten en
assosiert polymeraseaktivitet. Degraderingen kan resultere i separering av RNA fra et
RNA:DNA-kompleks. Alternativt kan RNAse-H enkelt kutte RNA ved forskjellige
lokaliseringer slik at deler av RNA smelter av eller tillater enzymer & opptvinne deler av
RNA.

Uttrykkene ”polynukleotid”, ”oligonukleotid”, nukleinsyre” og
“nukleinsyremolekyl” brukes her for & inkludere en polymer form av nukleotider av
enhver lengde, enten ribonukleotider eller deoksyribonukleotider. Dette uttrykk
refererer bare til den primare molekylstruktur. Uttrykket inkluderer saledes trippel-,
dobbel- og enkeltradet-DNA sa vel som trippel-, dobbel- og enkeltradet-RNA. Det
inkluderer ogsd modifikasjoner, slik som ved metylering og/eller capping, og
umodifiserte former av polynukleotidet. Mer bestemt inkluderer uttrykkene
”polynukleotid”, ”oligonukleotid”, “nukleinsyre” og “nukleinsyremolekyl”
polydeoksyribonukleotider (inneholdende 2-deoksy-D-ribose), polyribonukleotider
(inneholdende D-ribose), enhver annen type polynukleotid som er et N- eller C-glykosid
av en purin- eller pyrimidinbase, og andre polymerer som inneholder
ikkenukleotidryggrader, for eksempel polyamid (for eksempel peptidnukleinsyre
(PNA)) og polymorfolin (kommersielt tilgjengelig fra Anti-Virals, Inc., Corvallis,
Oregon, som Neugene) polymerer, og andre syntetiske sekvensspesifikke
nukleinsyrepolymerer som tilveiebringer at polymerene inneholder nukleobaser i en
konfigurasjon som tillater baseparing og basestabling, slik som finnes i DNA og RNA.
Det er ingen tilsiktet forskjell i lengde mellom uttrykkene ”polynukleotid”,
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”oligonukleotid”, “nukleinsyre” og “nukleinsyremolekyl”, og disse uttrykkene brukes
om hverandre i denne beskrivelsen. Disse uttrykkene refererer bare til den primzre
molekylstrukturen. Disse uttrykkene inkluderer saledes for eksempel 3’-deoksy-2’,5’-
DNA, oligodeoksyribonukleotid N3’ PS5’ fosforamidater, 2’-O-alkyl-substituert RNA,
dobbel- og enkeltradet DNA, sd vel som dobbel- og enkeltradet RNA, DNA:RNA-
hybrider, og hybrider mellom PNA og DNA eller RNA, og inkluderer ogsa kjente
modifikasjonstyper, for eksempel merkinger som er velkjente innen faget, metylering,
”caps”, substitusjon av en eller flere av de naturlig forekommende nukleotider med en
analog, internukleotidmodifikasjoner slik som for eksempel de med uladete koblinger
(for eksempel metylfosfonat, fosfotriestere, fosforamidater, karbamater osv.), de med
negativt ladete koblinger (for eksempel fosfotioater, fosfoditioater osv.), de med positivt
ladete koblinger (for eksempel aminoalkylfosforamidater, aminoalkylfosfotriestere), de
som inneholder tilleggsdeler, slik som for eksempel proteiner (inkluderende nukleaser,
toksiner, antistoffer, signalpeptider, poly-L-lysin osv.), og de med interkalatorer (for
eksempel acridin, psoralen osv.), de inneholdende chelatorer (for eksempel metaller,
radioaktive metaller, bor, oksidative metaller osv.), de som inneholder alkylatorer, de
med modifiserte koblinger (for eksempel alfa-anomere nukleinsyrer osv.), sa vel som
umodifiserte former av polynukleotidet eller oligonukleotidet. I seerdeleshet er DNA
deoksyribonukleinsyre.

Som anvendt heri betyr betegnelsen malnukleinsyreregion” eller
“malnukleinsyre” et nukleinsyremolekyl med en “malsekvens” som skal oppformeres.
Maélnukleinsyren kan enten vare enkeltradet eller dobbeltrddet og kan inkludere andre
sekvenser ved siden av malsekvensen som ikke skal oppformeres. Uttrykket
”malsekvens” refererer til den bestemte nukleotidsekvensen i mélnukleinsyren som skal
oppformeres. Malsekvensen kan inkludere en probehybridiserende region som finnes
innen malmolekylet som proben vil danne en stabil hybrid med under enskete
betingelser. "Malsekvensen” kan ogsa inkludere kompleksdannende sekvenser som
oligonukleotidprimeme danner kompleks med, og som utvides ved anvendelse av
malsekvensen som et templat. Der hvor mélnukleinsyren opprinnelig er enkeltradet,
refererer uttrykket “malsekvens” ogsa til sekvenskomplementariteten til
”malsekvensen” som er til stede i malnukleinsyren. Hvis “malnukleinsyren ”
opprinnelig er dobbeltradet, refererer uttrykket “malsekvens” bade til pluss (+) og
minus (-) tradene.

Uttrykket ”primer” eller ”oligonukleotidprimer” som anvendes heri, refererer til
et oligonukleotid som virker slik at det starter syntesen av en komplementer DNA-trad
nar den plasseres under betingelser hvor syntesen av et primerutvidelsesprodukt blir
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indusert, dvs. i nervaer av nukleotider og et polymeriseringsinduserende middel, slik
som en DNA- eller RNA-polymerase, og en passende temperatur, pH, metall- og
saltkonsentrasjon. Primeren er fortrinnsvis enkeltradet for maksimal effekt i
oppformering, men kan alternativt vare dobbeltradet. Dersom den er dobbeltradet blir
primeren forst behandlet for 4 separere tradene for den anvendes til produksjon av
utvidelsesprodukter. Dette denatureringstrinnet utferes typisk ved varme, men kan
alternativt utferes ved anvendelse av alkali, etterfulgt av neytralisering. En ”primer” er
saledes komplementer til et templat, og danner kompleks med hydrogenbinding eller
hybridisering med templatet for & gi et primer/templatkompleks for initiering av en
polymerasesyntese, som utvides ved tilsetting av kovalent bundne baser tilkoblet sin 3’
ende komplementzrt til templatet i DNA-synteseprosessen.

Som det er anvendt heri refererer uttrykket ”probe” eller ”oligonukleotidprobe”
til en struktur omfattende et oligonukleotid, som definert ovenfor, inneholdende en
nukleinsyresekvens komplementer til en nukleinsyresekvens til stede i malnukleinsyren
som skal analyseres. Polynukleotidregionene i probene kan vaere sammensatte av DNA
og/eller RNA og/eller syntetiske nukleotidanaloger. Nar en ”oligonukleotidprobe”
anvendes i en 5’ nukleaseanalyse, slik som ved ”TaqgMan”-teknikken, vil proben minst
inneholde fluorescens og minst en bremser som spaltes av den 5’
endonukleaseaktiviteten til en polymerase anvendt i reaksjonen for pavisning av enhver
amplifisert méloligonukleotidsekvens. I denne sammenhengen vil oligonukleotidproben
ha et tilstrekkelig antall av fosfodiesterbindinger tilstetende til sin 5’-ende, slik at den
benyttete 5°- til 3’-nukleaseaktiviteten effektivt kan degradere den bundne proben for &
separere fluorescensene og bremseme. Nér en oligonukleotidprobe anvendes i TMA-
teknikken, vil den vaere passende merket, som beskrevet nedenfor.

Det vil forstas at hybridiseringssekvensene ikke trenger perfekt
komplementaritet for & gi for stabile hybrider. I mange situasjoner vil stabile hybrider
dannes der mindre enn ca. 10 % av basene ikke er like, og vil ignorere slgyfer pé fire
eller flere nukleotider. Som anvendt heri refererer folgelig uttrykket “komplementzer til”
til et oligonukleotid som danner en stabil dupleks med sitt “komplement” undr
analysebetingelser, generelt der homologien er omkring 90 % eller hgyere.

Uttrykkene “hybridisere” og “hybridisering” refererer til dannelsen av
komplekser mellom nukleotidsekvenser tilstrekkelig komplementare til & danne
komplekser via Watson-Crick baseparing. Der en primer “hybridiserer” med mal
(templat), er slike komplekser (eller hybrider) tilstrekkelig stabile til 4 tjene den
primerfunksjonen som er ngdvendig for at for eksempel DNA-polymerasen skal starte
DNA-syntese.
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Som anvendt heri refererer uttrykket ’bindingspar” til ferste og andre molekyler
som spesifikt binder til hverandre, slik som komplementare polynukleotidpar som er i
stand til & danne nukleinsyreduplekser. ”Spesifikk binding” av det ferste medlemmet av
bindingsparet til det andre medlemmet av bindingsparet i en prave, viser seg ved
bindingen av det forste medlemmet til det andre medlemmet, eller motsatt, med storre
affinitet og spesifisitet enn til andre komponenter i preven. Bindingen mellom
medlemmene av bindingsparet er typisk ikke kovalent. Med mindre sammenhengen
klart indikerer noe annet, blir uttrykkene ”affinitetsmolekyl” og “maélanalytt” anvendt
heri for & referere til henholdsvis ferste og andre medlem av et bindingspar.

Uttrykkene ”spesifikt bindingsmolekyl” og ”affinitetsmolekyl” anvendes om
hverandre heri, og referer til et molekyl som gjennom kjemisk eller fysisk hjelp
selektivt vil binde seg til pavisbar substans til stede i en preve. Med ”selektivt binde”
menes at molekylet fortrinnsvis binder til malet av interesse eller binder seg med sterre
affinitet til mélet enn til andre molekyler. For eksempel vil et DNA-molekyl binde seg
til en vesentlig komplementaer sekvens og ikke til urelaterte sekvenser.

”Smeltetemperaturen” eller ”Tm” til dobbeltradet DNA er definert som
temperaturen der halvparten av den heliske strukturen til DNA er tapt pga. oppvarming
eller annen dissosiasjon av hydrogenbindingen mellom basepar, for eksempel ved
syrebehandling eller alkalisk behandling, eller liknende. Ty, til et DNA-molekyl er
avhengig av dets lengde- og basesammensetning. DNA-molekyler rike pd GC-basepar
har hgyere Ty, en de med overskudd av AT-basepar. Separerte komplementzre trader av
DNA reassosierer spontant eller de anniler for & danne dupleks DNA nér temperaturen
senkes under Ty,. Den hoyeste hyppighet av nukleinsyrehybridisering opptrer ved
omtrent 25 °C under Ty,. Ty, kan anslis ved anvendelse av det felgende forhold:

T = 69,3 + 0,41 (GC) % (Marmur et al. (1962) J. Mol. Biol. 5:109-118).

Som anvendt her refererer en ”biologisk preve” til en preve av vev eller vaske
isolert fra et individ, som vanligvis inkluderer antistoffer produsert av individet.
Typiske prever som inkluderer slike antistoffer er kjente 1 fagfeltet og inkluderer, men
er ikke begrenset til blod, plasma, serum, avferingsmaterie, urin, benmarg, galle,
spinalveaske, lymfevaske, hudpreve, hudutsondringer, luft, tarm og urogenitale veier,
tarer, spytt, melk, blodceller, organer, biopsier og ogsa in vitro cellekulturbestanddeler
som inkluderer, men ikke er begrenset til kondisjonert medium som er et resultat fra
cellevekster og cellevev i kulturmedium, for eksempel rekombinante celler og
cellekomponenter.

Som anvendt her refererer uttrykkene “merking” og ”pavisbar merking” til et
molekyl i stand til & pavises, inkludert, men ikke begrenset til radioaktive isotoper,
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fluorescerende stoffer, kjemiluminiserende stoffer, kromoforer, enzymer,
enzymsubstrater, enzymkofaktorer, enzymhemmere, fargestoffer, metallioner, metall
’sols”, ligandere (for eksempel biotin, avidin, streptavidin eller haptener) og liknende.
Uttrykket “fluorescerende stoff” refererer til en substans eller et de derav som er i stand
til & oppvise fluorescens i det pavisbare omradet.

II. Maéter for utforelse av oppfinnelsen
Feor den foreliggende oppfinnelse blir beskrevet i detalj, ma det forstas at

foreliggende oppfinnelse ikke er begrenset til bestemte formuleringer eller
prosessparametre etter som slike selvfelgelig kan variere. Det ma ogsé forstas at
terminologien anvendt her kun er for formélet a beskrive bestemte utforelsesformer av
oppfinnelsen, og er ikke ment & vare begrensende.

Selv om et antall sammensetninger og fremgangsmater som er like eller
ekvivalente med de beskrevet heri kan anvendes 1 utferelsen av den foreliggende
oppfinnelse, er de foretrukne materialene og fremgangsmatene beskrevet heri.

Som bemerket ovenfor er den foreliggende oppfinnelse basert pa oppdagelsen av
nye primere, prober og diagnostiske fremgangsmater for ngyaktig pavisning av
parvovirus-B19-infeksjon i en biologisk preve. Fremgangsmatene baserer seg pa
sensitive, nukleinsyrebaserte pavisningsteknikker som tillater identifikasjon av
parvovirus-B19-malnukleinsyresekvenser i praver inneholdende sma mengder virus.

Spesielt har oppfinnerne heri karakterisert regioner innen parvovirus-B19-
genomet som er gnskelige mal for diagnostiske tester. Primere og prober utledet fra
disse regionene er veldig nyttige for pavisning av parvovirus-B19-infeksjon i biologiske
prover.

Disse parvovirus-B19-primerne og -probene anvendes i nukleinsyrebasert
analyse for pavisning av humant parvovirus-B19-infeksjon i biologiske prever.

Spesielt er primere og prober for anvendelse i disse analysene fortrinnsvis
utledet fra det omtrentlige 4,7 kb fragmentet i parvovirus-B19-genomet som
korresponderer til nukleotidposisjonene 217-4678 i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-
936. Nukleotidsekvensene i denne regionen fra to forskjellige parvovirus-B19-isolater
er vist i figurene 3A-3C og 4A-4C heri. Som forklart ovenfor inneholder dette
fragmentet NS1-, VP1- og VP2-kodende regioner.

Primerne og probene for anvendelse i de foreliggende analysene er konstruert
fra meget konserverte regioner i parvovirus-B19-genomet for a tillate pavisning av
parvovirus B19-infeksjon forarsaket av en rekke isolater. Som beskrevet heri, er en
meget konservert region av parvovirus-B19-genomet funnet innen 700 bp-regionen som
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dekker nukleotidposisjonene 2936-3635, nummerert relativt til parvovirus-B19-genomet
beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936. Denne regionen finnes innen VP1-
regionen i genomet. Sekvensen i denne regionen fra 21 forskjellige parvovirus-B19-
isolater er vist heri i figurene 2A-2U. Sekvensene fra ytterligere 26 isolater er vist 1
figurene 11A-11Z heri. Sammenlikning av sekvensene viser at denne regionen utviser
fra ca. 98 % -99,5 % sekvenshomologi fra isolat til isolat, noe som gjer den til en meget
enskelig malsekvens. Ogsa enskelig for konstruksjonen av primere og prober i den 370
bp regionen, som finnes innen VP1 som dekker ca. nukleotidposisjonene 3073-3442,
nummerert relativt til Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936, sa vel som fragment 214
bp, vist i figur 1, som finnes innen den 3’-delen av fragment 4,7 kb, og dekker
nukleotidposisjonene 4728-4941, nummerert relativt til Shade et al., J. Virol. (1986)
58:921-936.

Regionene 4,7 kbp, 700 bp og 370 bp kan lett skaffes tilveie fra ytterligere
isolater ved anvendelse av deler av parvovirus-B19-sekvensen som finnes innen disse
bestemte regionene som primere i PCR-reaksjoner slik som dem beskrevet heri, sa vel
som i U.S. patent nr. 4 683 195, 4 683 202 og 4 889 818, og basert pa sekvensene
tilveiebrakt heri. En annen fremgangsmate for & tilveiebringe nukleotidsekvenser med
de enskete sekvenser, er ved & annile komplementzare sett av overlappende syntetiske
oligonukleotider produsert i en konvensjonell, automatisert
polynukleotidsyntesemaskin, etterfulgt av ligering med en passende DNA-ligase og
oppformering av den ligerte nukleotidsekvensen via PCR. Se for eksempel Jayaraman et
al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4084-4088. Med en gang sekvensene er
konstruert eller isolert, kan de klones inn i enhver passende vektor eller replikon. Flere
kloningsvektorer er kjent blant fagfolk, og valget av en passende kloningsvektor er et
spersmal om valg. Passende vektorer inkluderer, men er ikke begrenset til plasmider,
phag, transposoner, kosmider, kromosomer eller virus som er i stand til replikasjon nar
de assosieres med passende kontrollelementer.

Rekombinante kloner kan lett identifiseres ved restriksjonsenzymanalyse og
polyakrylamid eller agarosegélelektroforese, ved & anvende teknikker kjent i fagfeltet,
og som er beskrevet i eksemplene nedenfor.

Primere og prober for anvendelse 1 analysene heri, er utledet fra disse
sekvensene og kan lett syntetiseres ved hjelp av standard teknikker, for eksempel
fastfase syntese via fosforamiditkjemi, beskrevet i U.S. patent nr. 4 458 066 og
4 415 732; Beacage et al. (1992) Tetrahedron 48:2223-2311; og Applied Biosystems
User Bulletin No. 13 (1. april 1987). Andre kjemiske syntesemetoder inkluderer for
eksempel fosfotriesterfremgangsmaten beskrevet av Narang et al., Meth. Enzymol.
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(1979) 68:90, og fosfodiesterfremgangsmaten beskrevet av Brown et al., Meth.
Enzymol. (1979) 68:109, Poly(A) eller poly(C), eller andre ikkekomplementzre
nukleotidutvidelser som kan inkorporeres inn i proben ved anvendelse av disse samme
fremgangsmétene. Heksaetylenoksidutvidelser kan kobles til prober ved
fremgangsmater kjent innen faget. Cload et al. (1991) J. Am. Chem. Soc. 113:6324-
6326; U.S. patent nr. 4 914 219 til Levenson et al.; Durand et al. (1990) Nucleic Acids
Res. 18:6353-6359; og Horn et al. (1986) 7et. Lett. 27:4705-4708. Typisk er
primersekvenser i sterrelsesomréddet mellom 10-75 nukleotider i lengde, slik som 15-60,
20-40 osv., mer typisk i sterrelsesomradet mellom 18-40 nukleotider lange, og enhver
lengde mellom de fastlagte omradene. Den typiske proben er i omradet mellom 10-50
nukleotider i lengde, slik som 15-40, 18-30 osv., og enhver lengde mellom de fastlagte
omrader.

Videre kan probene kobles til merkinger for pavisning. Det er flere mater kjent
for & derivatisere oligonukleotider med reaktive funksjonaliteter som tillater tillegging
av en merking. For eksempel er flere tilnarmingsmater tilgjengelige for a biotinylere
prober slik at radioaktive, fluorescerende, kjemiluminiserende, enzymatiske eller
elektrontette merkinger kan festes via avidin. Se for eksempel Broken et al., Nucl. Acids
Res. (1978) 5:363-384, som beskriver anvendelsen av ferritin-avidin-biotin-merkinger;
og Chollet et al. Nucl. Acids Res. (1985) 13:1529-1541, som beskriver biotinylering av
den 5’ enden av oligonukleotider via en aminoalkylfosforamidkoblingsarm. Flere
fremgangsmater er ogsa tilgjengelige for & syntetisere aminoderivatiserte
oligonukleotider som lett kan merkes med fluorescens eller andre typer forbindelser
derivatisert ved aminoreaktive grupper, slik som isotiocyanat, N-hydroksysuksinimid
eller liknende, se for eksempel Conolly (1987) Nucl. Acids Res. 15:3131:3139, Gibson
et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15:6455-6467 og U.S. patent nr. 4 605 735 til Miyoshi et
al. Fremgangsmater er ogsa tilgjengelige for syntetisering av sulfhydrylderivatiserte
oligonukleotider som kan reagere med tiolspesifikke merkinger, se for eksempel U.S.
patent nr. 4 757 141 til Fung et al., Conolly et al. (1985) Nucl. Acids Res. 13:4485-4502
og Spoat et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15:4837-4848. En omfattende oversikt over
metodologier for merking av DNA-fragmenter tilveiebringes i Matthews et al., Anal
Biochem. (1988) 169:1-25.

Prober kan for eksempel fluorescensmerkes ved a koble et fluorescensmolekyl
til den ikkeligerende delen av proben. Veiledning for valg av passende fluorescerende
merking finnes i Smith et al., Meth. Enzymol. (1987) 155:260-301; Karger et al., Nucl.
Acids Res. (1991) 19:4955-4962; Haugland (1989) Handbook of Fluorescent Probes
and Research Chemicals (Molecular Probes, Inc,. Eugene, OR). Foretrukne
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fluorescerende merkelapper inkluderer fluorescein og derivater derav, slik som
beskrevet i U.S. patent nr. 4 318 846 og Lee et al., Cyfometry (1989) 10:151-164, og 6-
FAM, JOE, TAMRA, ROX, HEX-1, HEX-2, ZOE, TET-1 eller NAN-2 og liknende.

Prober kan i tillegg merkes med en acridinester (AE) ved anvendelse av
teknikkene beskrevet nedenfor. Navarende teknologier tillater at AE-merking plasseres
ved enhver lokalisering innen proben. Se for eksempel Nelson et al. (1995) "Detection
of Acridinium Esters by Chemiluminescence” in Nonisotopic Probing, Blotting and
Sequencing, Kricka, L. J. (red.) Academic Press, San Diego, CA; Nelson et al. (1994)

” Application of the Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR” in The Polymerase
Chain Reaction, Mullis et al. (red.) Birkhauser, Boston, MA; Weeks et al., Clin. Chem.
(1983) 29:1474-1479; Berry et al., Clin. Chem. (1988) 34:2087-2090. Et AE-molekyl
kan festes direkte til proben ved anvendelse av ikke-nukleotidbasert koblingsarm-kjemi
som tillater plassering av merking ved enhver lokalisering innen proben. Se for
eksempel U.S. patent nr. 5 585 481 og 5 185 439.

I visse utferelsesformer legges en internkontroll (IC) eller en intern standard til
som skal tjene som malfangings- og oppformeringskontroll. Fortrinnsvis inkluderer IC
en sekvens som skiller seg fra malsekvensen, og som er i stand til 4 hybridisere med
probesekvensen som anvendes for & separere oligonukleotidene som var spesifikke for
organsimen fra proven, og som er i stand til oppformering. Anvendelse av IC tillater
kontroll av separeringsprosessen, oppformeringsprosessen og pavisningssystemet, og
tillater méling av analyseutferelsen og kvantifiseringen av preven(e). En representativ
sekvens som IC kan oppnas ifra, er vist i figur 12. IC kan inkluderes ved ethvert
passende punkt, for eksempel i lysisbufferen. I en utferelsesform omfatter IC M13
ssDNA inneholdende en nukleotidsekvens fra et parvovirus-B19 og en unik sekvens
som hybridiserer med proben, for eksempel som omfatter sekvensen fra VP1-regionen,
hvor malsekvensen er modifisert ved substitusjon eller delesjon av 5-20 baser eller mer,
fortrinnsvis 5-15 baser, slik som 5, 10 eller 15 baser eller ethvert antall innenfor dette
omradet. De substituerte eller deleterte basene finnes fortrinnsvis over hele
malsekvensens lengde, slik at bare 2 eller 3 sammenhengende sekvenser blir erstattet.
Dersom malsekvensen for eksempel er
CTACTTGCTGCGGGAGAAAAACACCT (SEKV. ID nr. 91), kan saledes sekvensen
substitueres med for eksempel AGCTAGACCTGCATGTCACTG (SEKYV. ID nr. 90) i
IC.

Den faste stotten kan i tillegg inkludere prober som er spesifikke for den interne
standarden (IC-probe), og dermed lette fanging ved anvendelse av IC-proben. IC-proben
kan valgfritt kobles med en pavisbar merking, som er ulik malsekvensens pévisbare
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merking. I utferelsesformer hvor den pavisbare merkingen er en fluorofor, kan IC
spektrofotometrisk kvantifiseres og ved begrensning av pavisningsstudier. Typisk blir
kopiantallet av IC som ikke interfererer med maldeteksjonen bestemmes ved & titrere IC
med en fast IU hos malet, fortrinnsvis i den nederste enden, og en standard kurve
genereres ved a fortynne en preve med internasjonalt akseptert IU. For parvovirus-B19-
kvantifisering kan et panel pa atte medlemmer med 8000 IU-125 IU anvendes.

En IC, som beskrevet heri, konbineres med RNA isolert fra proven ifelge
standard teknikker, kjent for fagfolk, og beskrevet heri. RNA reverstranskriberes ved
anvendelse av en revers transkriptase for a tilveiebringe kopi-DNA. cDNA-sekvensene
kan valgfritt oppformeres (for eksempel med PCR) ved anvendelse av merkete primere.
Oppformeringsproduktene separeres, vanligvis med elektroforese, og mengden
radioaktivitet (proporsjonalt med mengden oppformert produkt) bestemmes. Mengden
mRNA 1 preven beregnes deretter ved sammenlikning med signalet produsert av de
kjente standardene.

Primerne og probene kan anvendes i polymerasekjedereaksjon (PCR) baserte
teknikker for pavisning av parvovirus-B19-infeksjon i biologiske prever. PCR er en
teknikk for oppformering av en ensket malnukleinsyresekvens som finnes i et
nukleinsyremolekyl eller blanding av molekyler. I PCR blir et primerpar anvendt i
overskudd for & hybridisere til de komplementare tradene i malnukleinsyren. Primerne
utvides begge med en polymerase ved anvendelse av malnukleinsyren som et templat.
Utvidelsesproduktene blir selv malsekvenser etter dissosiasjon fra den originale
maltraden. Nye primere blir sd hybridisert og utvidet med en polymerase, og syklusen
repeteres for geometrisk & gke antallet malsekvensmolekyler. PCR-fremgangsmaten for
oppformering av mélnukleinsyresekvenser i en prave er velkjent i fagfeltet og er
beskrevet i for eksempel Innis et al. (red.) PCR Protocols (Academic Press, NY 1990);
Taylor (1991) Polymerase chain reaction: basic principles and automation, in PCR:

A Practical Approach, Mc. Pherson et al. (red.) IRL Press, Oxford; Saiki et al. (1986)
Nature 324:163; sa vel som i U.S. patent nr. 4 683 195, 4 683 202 og 4 889 818.

I serdeleshet anvender PCR relativt korte oligonukleotidprimere som flankerer
malnukleotidsekvensene som skal oppformeres, orientert slik at deres 3’ ender vender
mot hverandre, hver primer utvides mot den andre. Polynukleotidpreven ekstraheres og
denatureres fortrinnsvis med varme, og hybridiseres med forste og andre primerpar som
er til stede i molart overskudd. Polymeriseringen blir katalysert i naerver av de fire
deoksyribonukleotidtrifosfatene (ANTP -- dATP, dGTP, dCTP og dTTP) ved
anvendelse av et primer- og templatavhengig polynukleotidpolymeriserende middel,
slik som ethvert enzym i stand til & produsere primerutvidelsesprodukter, for eksempel
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E. coli-DNA-polymerase-I, Klenow-fragment av DNA-polymerase-1, T4-DNA-
polymerase-I, T4-DNA-polymerase, termostabile DNA-polymeraser isolert fra 7Thermus
aquaticus (1aq), tilgjengelig fra en rekke kilder (for eksempel Perkin Elmer), Thermus
thermophilus (United States Biochemicals), Bacillus stereothermophilus (Bio-Rad),
eller Thermococcus litoralis ("Vent"-polymerase, New England Biolabs). Dette
resulterer i to ”lange produkter” inneholdende de respektive primerne ved deres 5’
ender, kovalent tilkoblet de nylig syntetiserte komplementene av de originale tradene.
Reaksjonsblandingen returneres sé til polymeriseringsbetingelsene, for eksempel ved &
senke temperaturen, inaktivere et denaturerende middel, eller ved tilsetting av mer
polymerase, og en andre syklus blir startet. Den andre syklusen tilveiebringer de to
originale tradene, de to lange produktene fra den ferste syklusen, to nye lange produkter
replikert fra de originale tradene, og to "korter produkter” replikert fra de lange
produktene. De korte produktene har malsekvensens sekvens med en primer i hver ende.
Ved hver tilleggssyklus blir ytterligere to lange produkter produsert, og en rekke korte
produkter lik antallet lange og korte produkter forblir ved enden av den foregaende
syklus. Dermed vokser antallet korte produkter inneholdende malsekvensen
eksponentielt innen hver syklus. Fortrinnvis utferes PCR pa en kommersielt tilgjengelig
termal syklisator, for eksempel Perkin Elmer.

RNA kan amplifiseres ved revers transkribering av mRNA til cDNA, og deretter
ved utferelse av PCR (RT-PCR), som beskrevet ovenfor. Alternativt kan et enkelt
enzym anvendes til begge trinnene, som beskrevet i U.S. patent nr. 5322 770. mRNA
kan ogsa reverstranskriberes til cDNA, etterfulgt av asymmetrisk gap-ligase
kjedereaksjon (RT-AGLCR), som beskrevet av Marshall et al. (1994) PCR Meth. App.
4:30-84.

Den fluorogene 5’-nukleaseanalysen kjent som TaqgMan”-analysen (Perkin-
Elmer), er et kraftig og allsidig PCR-basert deteksjonssystem for nukleinsyremal.
Primere og prober utledet fra parvovirus-B19-genomregioner beskrevet heri, kan derfor
anvendes i "TaqMan”-analyse for & pavise tilstedevarelse av infeksjon i biologisk
preve. Analyse utferes i sammenheng med termal syklisering ved & male generering av
fluorescerende signaler. Analysesystemet overfladiggjer behovet for
gélelektroforeseanalyse, og har evnen til & generere kvantitative data som tillater
bestemmelse av antall malkopier.

Den fluorogene 5’ nukleaseanalysen utferes vanligvis ved anvendelse av for
eksempel ”AmpliTaq Gold” DNA-polymerase, som har endogent 5’ nukleaseaktivitet
til & fordeye en intern oligonukleotidprobe som er merket med bade en fluorescerende
rapporterfarge og en bremser. (Se Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991)
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88:7276-7280; og Lee et al., Nucl. Acids Res. (1993) 21:3761-3766). Analyseresultater
pavises ved maling av forandringer i fluorescens som finner sted i lepet av
oppformeringssyklusen ettersom den fluorescerende proben blir fordeyd, og ved
frakobling av farge og bremser(quencher) merkinger og forarsaker en gkning i det
fluorescerende signal, som er proporsjonalt med oppformeringen av mal-DNA.

Amplifiseringsproduktene pévises i lgsning eller ved anvendelse av faste stetter.
I denne fremgangsmaten konstrueres ”TagMan”-proben slik at den hybridiserer til en
malsekvens innenfor det gnskete PCR-produktet. TagMan”-probens 5’ ende inneholder
en fluorescerende rapporterfarge. Probens 3’ ende er blokkert for & hindre
probeutvidelse, og inneholder en farge som vil bremse fluorescensen av den 5’
fluorofor. Under etterfelgende oppformering kuttes den 5’ fluorescerende merkingen av,
dersom en polymerase med 5’ ekstra nukleaseaktivitet er til stede i reaksjonen.
Bortkuttingen av den 5° fluoroforen resulterer i en fluorescensgkning som kan pévises.

Spesielt konstrueres oligonukleotidproben slik at proben eksisterer i minst en
enkeltrddet konformasjon nar den ikke er hybridisert der bremsemolekylet er nzr nok
rapportgrmolekylet til & bremse rapportermolekylets fluorescens. Oligonukleotidproben
eksisterer ogsd i minst én konformasjon nar den hybridiserer til et mélpolynukleotid slik
at bremsermolekylet ikke er posisjonert nar nok til rapportermolekylet for & bremse
fluorescensen av rapportermolekylet. Ved a innta disse hybridiserte og ikke-hybridiserte
konformasjonene viser rapportermolekylet og bremsermolekylet pa proben forskjellige
fluorescenssignalintensiteter nar proben er hybridisert og ikke-hybridisert. Som et
resultat er det mulig & bestemme om proben er hybridisert eller ikke ved forandring i
den fluorescerende intensiteten til rapportermolekylet, bremsermolekylet, eller en
kombinasjon derav. Fordi proben kan konstrueres slik at bremsermolekylet bremser
rapportgrmolekylet nar proben ikke er hybridisert, kan proben i tillegg konstrueres slik
at rapportermolekylet viser begrenset fluorescens med mindre proben enten er
hybridisert eller fordeyd.

Den foreliggende oppfinnelse vedrerer seg folgelig til fremgangsmaéter for
oppformering av en malparvovirus-B19-nukleotidsekvens ved anvendelse av en
nukleinsyrepolymerase med 5’ til 3° nukleaseaktivitet, én eller flere primere som er i
stand til & hybridisere til mal-B19-sekvensen, og en oligonukleotidprobe som er i stand
til & hybridisere til mél-B19-sekvensen 3’ relativt til primeren. Under oppformeringen
fordeyer polymerasen oligonukleotidproben nar den hybridiserer til malsekvensen, og
dermed separeres rapportermolekylet fra bremsermolekylet. Ettersom oppformeringen
utferes blir fluorescensen pa rapportermolekylet malt med fluorescens som
korresponderer til nukleinsyreoppformeringsbegivenheten. Rapportermolekylet er
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fortrinnsvis en fluorescerende farge og bremsermolekylet er fortrinnsvis en
rhodaminfarge.

Mens lengde av primere og prober kan variere, velges probesekvensene slik at
de har et lavere smeltepunkt enn primersekvensene. Primersekvensene er derfor generelt
lenger enn probesekvensene. Vanligvis er primersekvenser i omradet mellom 10-75
nukleotider lange, mer vanlig i omradet 20-45. Den vanligste proben er i omradet
mellom 10-50 nukleotider lang, mer vanlig 15-40 nukleotider i lengde.

Hyvis en fast stette anvendes, kan oligonukleotidproben festes til den faste stotten
pa en rekke mater. For eksempel kan proben festes til den faste stetten ved at den 3’
eller 5’ terminale nukleotid av proben festes pa den faste stotten. Mer foretrukket festes
proben til den faste stetten med en linker som tjener til & distansere proben fra den faste
stotten. Linkeren er vanligvis minst 15-30 atomer i lengde, mest foretrukket minst 15-50
atomer i lengde. En linkers ngdvendige lengde avhenger av den bestemte, faste stotten
som anvendes. For eksempel er en seks atomers linker vanligvis tilstrekkelig nar hoyt
krysskoblet polystyrén anvendes som fast stette.

En rekke linkere som kan anvendes for festing av oligonukleotidproben til den
faste stotten er kjent innen fagfeltet. Linkere kan dannes av enhver forbindelse som ikke
spesielt interfererer med hybridiseringen av malsekvensen til proben, som er festet til
den faste stetten. Linkeren kan vare formet av et homopolymert oligonukleotid som lett
kan tilsettes til linkeren ved automatisert syntese. Alternativt kan polymerer, slik som
funksjonalisert polyetylenglykol anvendes som linker. Slike polymerer foretrekkes over
homopolymere oligonukleotider da de ikke interfererer spesielt med hybridiseringen av
probe til maloligonukleotidet. Polyetylenglykol er spesielt foretrukket.

Koblingen mellom den faste stetten, linkeren og proben klgves helst ikke under
fjerningen av basebeskyttende grupper under basiske betingelser ved hagy temperatur.
Eksempler pa foretrukne koblinger inkluderer karbamat- og amidkoblinger.

Eksempler pa foretrukne typer med faste stotter for immobilisering av
oligonukleotidproben inkluderer kontrollert poreglass, glassplater, polystyrén,
avidinbelagte polystyrénkuler, cellulose, nylon, akrylamidgel og aktivert dekstran.

For en detaljert beskrivelse av ”TagMan”-analysen, reagenser og betingelser
foranvendelse deri, se for eksempel Holland et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1991)
88:7276-7280; U.S. patent nr. 5 538 848, 5723 591 og 5 876 930.

Parvovirus-B19-sekvenser beskrevet heri kan ogsa anvendes som basis for
transkripsjonsstyrt oppformering (TMA) analyser. TMA tilveiebringer en
fremgangsmate for identifikasjon av malnukleotidsyresekvensene til stede i veldig sma
mengder i en biologisk preve. Slike sekvenser kan vere vanskelige eller umulige &
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pavise ved anvendelse av direkte analysefremgangsmater. Spesielt er TMA et
isotermalt, autokatalytisk nukleinsyreméloppformeringssystem som kan tilveiebringe
mer enn en milliard RNA-kopier av en malsekvens. Analysen kan gjeres kvalitativt for
ngyaktig pavisning av nerver eller fraver av malsekvensen i en biologisk preve.
Analysen kan ogsa tilveiebringe et kvantitativt mal pd mengden malsekvens over et
konsentrasjonsomrade pa flere sterrelsesordener. TMA tilveiebringer en fremgangsmate
for autokatalytisk syntetisering av flere kopier av en malnukleinsyresekvens uten
repetitiv manipulering av reaksjonsbetingelsene slik som temperatur, ionestyrke og pH.

Generelt inkluderer TMA de felgende trinnene: (a) a isolere nukleinsyre,
inkludert RNA, fra den biologiske preven av interesse som er mistenkt for 4 vare
infisert med parvovirus-B19; og (b) & kombinere i en reaksjonsblanding (i) den isolerte
nukleinsyre, (ii) ferste og andre oligonukleotidprimere, den ferste primer har en
kompleksdannende sekvens tilstrekkelig komplementzer til den 3’ terminale delen av en
RNA-malsekvens, hvis den er til stede (for eksempel (+)traden), til & danne kompleks
med den, og den andre primer har en kompleksdannende sekvens tilstrekkelig
komplementzeer til den 3’ terminale delen av malsekvensen til sitt komplement (for
eksempel (-)traden) til & danne kompleks med den, hvor det forste oligonukleotidet
videre omfatter en sekvens 5’ til den kompleksdannende som inkluderer en promoter,
(iii) en revers transkriptase eller RNA- og DNA-avhengig DNA-polymerase, (iv) en
enzymaktivitet som selektivt degraderer RNA-traden i et RNA-DNA-kompleks (slik
som en RNAse H) og (v) en RNA-polymerase som gjenkjenner promoteren.

Komponentene i reaksjonsblandingen kan kombineres trinnvis eller med en
gang. Reaksjonsblandingen inkuberes under betingelser som gjer at en
oligonukleotid/malsekvens dannes, inkludert DNA-priming og
nukleinsyresyntetiserende betingelser (inkludert ribonukleotidtrifosfater og
deoksyribonukleotidtrifosfater) i en tidsperiode tilstrekkelig til & tilveiebringe flere
kopier av malsekvensen. Reaksjonen finner fordelaktig sted under betingelser passende
for opprettholdelse av stabiliteten av reaksjonskomponentene, slik som
komponentenzymene, og uten & kreve modifikasjon eller manipulering av
reaksjonsbetingelsene under forlgpere av oppformeringsreaksjonen. Reaksjonen kan
folgelig finne sted under betingelser som er vesentlig isotermale og som inkluderer
vesentlig konstant ionestyrke og pH. Reaksjonen trenger fordelaktig ikke et
denatureringstrinn for & separere RNA-DNA-komplekset som produseres av den forste
DNA-utvidelsesreaksjonen.

Passende DNA-polymerase inkluderer revers transkriptase, slik som avian
myeloblastosis virus (AMYV) revers transkriptase (tilgjengelig fra for eksempel
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Seikagaku America, Inc.) og Moloney murint leukemivirus (MMLYV) revers
transkriptase (tilgjengelig fra for eksempel Bethesda Research Laboratories).

Promotere og promotersekvenser som er passende for inkorporering i primere er
nukleinsyresekvenser (enten naturlig foreckommende, produsert syntetisk eller et
produkt av en restriksjonsspalting) som vesentlig gjenkjennes av en RNA-polymerase
som gjenkjenner og binder til sekvensen, og starter transkripsjonsprosessen, mens
RNA-transkripter produseres. Sekvensen kan valgfritt inkludere nukleotidbaser som
utvides utover det aktuelle gjenkjenningssetet for RNA-polymerasen, som kan gi
tilleggsstabilitet eller mottakelighet for degraderingsprosesser eller gket
transkripsjonseffektivitet. Eksempler pa nyttige promotere inkluderer de som
gjenkjennes av visse bakteriofage polymeraser, slik som de fra bakteriofag T3, T7 eller
SP6, eller en promoter fra E. coli. Disse RNA-polymeraser er lett tilgjengelige fra
kommersielle kilder, slik som New England Biolabs and Epicentre.

Noen revers transkriptaser passende for anvendelse i fremgangsmatene heri har
en RNAse-H-aktivitet, slik som AMV-revers transkriptase. Det kan imidlertid vaere
fordelaktig a tilsette eksogent RNAse-H, slik som E. coli-RNAse-H, selv nair AMV-
revers transkriptase anvendes. RNAse-H er lett tilgjengelig fra for eksempel Bethesda
Research Laboratories.

RNA-transkriptene som produseres ved hjelp av disse fremgangsmatene kan
tjene som templater for produksjon av tilleggskopier av malsekvensen via de ovenfor
beskrevne mekanismene. Systemet er autokatalytisk og oppformering finner sted
autokatalytisk uten behov for repeterte modifiseringer eller forandring av
reaksjonsbetingelser slik som temperatur, pH, ionestyrke og liknende.

Pévisning utferes ved anvendelse av en rekke fremgangsmater, inkludert direkte
sekvensering, hybridisering med sekvensspesifikke oligomerer, gelelektroforese og
massespektrometri. Disse fremgangsmatene kan anvende heterogene eller homogene
formater, isotopiske eller ikke-isotopiske merkinger, sa vel som ingen merking i det
hele tatt.

En fremgangsmate for pévisning er anvendelse av malsekvensspesifikke
oligonukleotidprober utledet fra 4.7 kbp-, 700 bp-, 370 bp- og 214 bp-fragmentene
beskrevet ovenfor. Probene kan anvendes i hybridiseringsbeskyttelsesanalyser (HPA). I
denne utferelsesformen merkes probene fordelaktig med acridinester (AE), et sterkt
kjemiluminiserende molekyl. Se for eksempel Nelson et al. (1995) “Detection of
Acridinium Esters by Chemiluminescence” in Nonisotopic Probing, Blotting and
Sequencing, Kricka, L. J. (red.), Academic Press, San Diego, CA.; Nelson et al. (1994)
” Application of the Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR” in The Polymerase
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Chain Reaction, Mullis et al. (red.) Birkhauser, Boston, MA; Weeks et al., Clin. Chem.
(1983) 29:1474-1479; Berry et al., Clin. Chem. (1988) 34:2087-2090. Ett AE-molekyl
festes direkte til proben ved anvendelse av en ikke-nukleotidbasert linkerarmkjemi som
tillater plassering av merkingen ved enhver lokalisering innen proben. Se for eksempel
U.S. patent nr. 5 585 481 og 5 185 439. Kjemiluminiscens utlgses ved reaksjon med
alkalisk hydrogenperoksid som gir en eksitert N-metylacridon som deretter kollapser til
grunntilstanden med emisjonen av et foton. AE forarsaker i tillegg esterhydrolyse som
gir den ikke-kjemiluminiserende-metylacridinkarboksylsyre.

Nar AE-molekylet er kovalent festet til en nukleinsyreprobe er hydrolysen raskt
under milde, alkaliske betingelser. Nar den AE-merkete proben er ngyaktig
komplementer til malnukleinsyren reduseres graden av AE-hydrolyse mye. Dermed
kan hybridisert og ikke-hybridisert AE-merket probe pavises direkte i lgsning uten
behov for fysisk separering.

HPA bestar vanligvis av de felgende trinnene: (a) den AE-merkete proben
hybridiseres med malnukleinsyren i lgsning i omkring 15 til 30 minutter. En mild,
alkalisk lgsning tilsettes og AE er tilkoblet til den ikke-hybridiserte proben er
hydrolysert. Denne reaksjonen trenger ca. 5 til 10 minutter. Det gjenverende
hybridassosierte AE detekteres som et mal (measure) pa mengden av mal (target) som
er til stede. Dette trinn trenger ca. 2 til 5 sekunder. Det differensielle hydrolysetrinnet
utfores fortrinnsvis ved den samme temperatur som hybridiseringstrinnet, vanligvis ved
50 °C til 70 °C. Alternativt kan et andre differensieringshydrolysetrinn utferes i
romtemperatur. Dette tillater anvendelse av gket pH, for eksempel i omradet 10 til 11,
som gir sterre forskjeller i graden av hydrolyse mellom hybridisert og ikke-hybridisert
AE-merket probe. HPA er detaljbeskrevet i for eksempel U.S. patent nr. 6 004 745;
5948 899; og 5 283 174.

TMA er beskrevet i detalj i for eksempel U.S. patent nr. 5399 491. T et
eksempel pa en typisk analyse blandes en isolert nukleinsyreprave, som er mistenkt for
innehold av parvovirus-B19-malsekvens, med et bufferkonsentrat inneholdende
bufferen, salter, magnesium, nukleotidtrifosfater, primere, ditiotreitol og spermidin.
Reaksjonen inkuberes valgfritt ved omkring 100 °C i omkring to minutter for &
denaturere enhver sekunder struktur. Etter nedkjeling til romtemperatur tilsettes revers
transkriptase, RNA-polymerase og RNAse-H, og blandingen inkuberes i to til fire timer
ved 37 °C. Reaksjonen kan s& undersekes ved & denaturere produktet, tilsette en
probelgsning, inkubere i 20 minutter ved 60 °C, tilsette en lgsning for selektiv hydrolyse
av den ikke-hybridiserte proben, og inkubere reaksjonen i seks minutter ved 60 °C, og

male den gjenvaerende kjemiluminiscens i et luminometer.
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Oligonukleotidmolekylene som her er beskrevet kan ogsa anvendes i
nukleinsyresekvensbasert oppformering (NASBA). Denne fremgangsmaten er en
promoterstyrt, enzymatisk prosess som induserer in vitro kontinuerlig, homogent og
isotermalt, oppformering av en spesifikk nukleinsyre for & tilveiebringe RNA-kopier av
nukleinsyren. Reagensene for a utfere NASBA inkluderer en forste DNA-primer med
en 5’ hale omfattende en promoter, en andre DNA-primer, revers transkriptase, RNAse-
H, T7-RNA-polymerase, NTP og dNTP. Ved anvendelse av NASBA genereres store
mengder enkeltradet RNA fra enten singeltradet RNA eller DNA, eller dobbeltradet
DNA. Nar RNA skal oppformeres, tjener ssSRNA som et templat for syntesen av en
farste DNA-trad ved elongering av en ferste primer inneholdende et RNA-polymerase
gjenkjenningssete. Denne DNA-traden tjener sa som templatet for syntesen av en
sekundar, komplementaer DNA-trad ved & forlenge en andre primer, som resulterer i et
dobbeltradet, aktiv RNA-polymerasepromotersete, og den andre DNA-traden tjener som
et templat for syntese av store mengder av det forste templatet, ssSRNA ved hjelp av en
RNA-polymerase. NASBA-teknikken er kjent i fagfeltet og beskrevet i for eksempel
Europa patent 329 822, Internasjonal patentseknad nr. WO 91/02814, og U.S. patent nr.
6 063 603; 5 554 517 og 5 409 818.

Parvovirus-B19-sekvensene beskrevet heri er ogsé nyttige i
nukleinsyrehybridisering og oppformeringsteknikker som benytter forgrenete DNA-
molekyler. I en basal nukleinsyrehybridiseringsanalyse hybridiseres en enkeltradet
analytt nukleinsyre til en merket enkeltradet nukleinsyreprobe og de resulterende,
merkete duplekser pavises. Variasjoner av dette basale skjema er utviklet for & forenkle
separering av dupleksene som skal pavises fra fremmede materialer og/eller for a
oppformere det paviste signalet. En fremgangsmate for oppformering av signalene
anvender oppformeringsmultimerer som er polynukleotider med et forste segment som
hybridiserer spesifikt til analytt nukleinsyre eller en trad med nukleinsyre bundet til
analytten, og gjentakelser av et andre segment som hybridiserer spesifikt til en merket
probe. Oppformeringen er teoretisk proporsjonal med antall gjentakelser av det andre
segmentet. Multimerene kan enten vare linezre eller forgrenete. To generelle typer av
forgrenete multimerer er nyttige i disse teknikkene: gaffelformet og kjemmet.
Fremgangsmater for 4 konstruere og anvende forgrenete nukleinsyremolekyler er kjent i
fagfeltet og beskrevet i for eksempel U.S. patent nr. 5 849 481.

To eller flere av testene, beskrevet ovenfor, kan utferes for 4 bekrefte
tilstedeverelsen av organismen. For eksempel hvis den forste testen anvendte den
transkripsjonsstyrte oppformeringen (TMA) for oppformering av nukleinsyrene for
deteksjon, blir deretter en alternativ nukleinsyretestanalyse (NAT) utfort, for eksempel
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ved anvendelse av PCR-oppformering, RT-PCR eller liknende, som beskrevet heri.
Parvovirus-B19 kan saledes spesifikt og selektivt pavises selv nér preven inneholder
andre organismer, slik som HIV- og Hepatitt B-virus, for eksempel.

Som det tydelig fremgar er analysekonstruksjonene beskrevet heri gjenstand for
en stor del variasjoner, og mange formater er kjent innen faget. Beskrivelsene ovenfor
er kun gitt som veiledning, og en fagperson kan lett modifisere de beskrevne
protokollene ved anvendelse av teknikker kjent innen fagfeltet.

De ovenfor beskrevne analysereagensene inkludert primerne, probene, faste
stetter med bundne prober, sa vel som andre deteksjonsreagenser, kan tilveiebringes i
sett med passende instruksjoner og andre ngdvendige reagenser for utferelse av de
ovenfor beskrevne analysene. I de separate beholderne vil settet normalt inneholde
kombinasjonen av primere og prober (enten allerede bundet til en fast matriks eller
separat med reagenser for & binde dem til matriksen), kontrollformuleringer (positive
og/eller negative), merkete reagenser nar analyseformatet krever dette og
signalgenererende reagenser (for eksempel enzymsubstrat) dersom merkingen ikke
direkte genererer et signal. Instruksjoner (for eksempel skrevne, eller pa band, VCR,
CD-ROM osv.) for utferelse av analysen vil vanligvis veere inkludert i settet. Det kan
ogsd inneholde andre reagenspakker og materialer, avhengig av den anvendte analysen,
for eksempel vaskebuffere og liknende. Standard analyser, slik som de beskrevet
ovenfor, kan utferes ved anvendelse av disse settene.

I1. Eksperimentelt
Nedenfor beskrives eksempler av spesifikke utferelsesformer for den

foreliggende oppfinnelses utforelse. Eksemplene tilbys kun med det formal & illustrere,
og er ikke ment pa noen mate & begrense de vedheftede kravenes omfang.

Anstrengelser er gjort for & sikre ngyaktighet med hensyn til tall som er anvendt
(for eksempel mengde, temperatur osv.), men noen eksperimentelle feil og avvik ber
selvfolgelig tillates.

I de pafelgende eksempler ble enzymene innkjept fra kommersielle kilder, og
anvendt ifelge produsentens retningslinjer. Nitrocellulosefiltre og liknende ble ogsé
innkjept fra kommersielle kilder.

Ved isolering av DNA-fragmenter, unntatt der det er bemerket, ble alle DNA-
manipuleringer utfert i henhold til standard prosedyrer. Se Sambrook et al., supra.
Restriksjonsenzymer, T4-DNA-ligase, E. coli, DNA-polymerase-I, Klenow-fragment og
andre biologiske reagenser kan kjepes fra kommersielle leveranderer og anvendes i
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henhold til produsentens retningslinjer. Dobbeltradet DNA-fragmenter ble separert pa
agarosegél.

Eksempel 1
Parvovirus-B 19-nukleinsvreekstraksion for PCR

Humane serumprever som tidligere hadde testet positivt for humant parvovirus-
B19 ved enten IgM- eller PCR-tester, ble skaffet tilveie fra kommersielle kilder og
anvendt for & isolere DNA for etterfelgende PCR-eksperimenter. Pregvene ble lagret ved
-80 °C inntil anvendelse.

DNA ble ekstrahert far 0,2 ml serum ved anvendelse av QIAamp DNA Blood
minisett (QIAGEN, Valencia, CA.) ved a folge produsentens spesifikasjoner med de
folgende betraktninger. Baerer-DNA ble tilsatt til lysisbufferen for & gke
nukleinsyrebinding og utbytte. Spesielt ble en mengde pa 5,6 u pr. preve med
polyadenylinsyre 5 (Sigma, St. Louis, MO) eller poly-dA (Roche, Indianapolis, IN)
tilsatt. I tillegg ble parvovirus-B19-DNA eluert med 200 ul AE-buffer (Qiagen) i stedet

for vann.

Eksempel 2
Pévisning av parvovirus-B19-nukleinsyrepositive prgver ved PCR

To forskjellige PCR-fremgangsmater ble anvendt for oppformering av
parvovirus-B19-fragmenter. En fremgangsmate beskrevet i detalj nedenfor, ble anvendt
for oppformering av fragmenter pa ca. 700 bp, 370 bp og 214 bp (se figur 1). High
Fidelity Expand PCR (Roche) ble anvendt for oppformering av fragmenter pa ca. 4,7
kb. Det omtrentlige 700 bp-fragmentet korresponderer til nukleotidposisjonene 2936-
3635 i parvovirus-B19-genomet beskrevet av Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.
Det omtrentlige 370 bp finnes innen det 700 bp-fragmentet ved nukleotidposisjonene
3073-3442. Det omtrentlige 4,7 kb-fragmentet er et 4677 nukleotidfragment som
korresponderer til nukleotidposisjonene 217-4893 av Shade et al., J. Virol. (1986)
58:921-936.

For & oppformere B19-fragmentene pa omtrentlig 700 bp, 370 bp og 214 bp ble
primerne vist i tabell 1 anvendt.

Tabell 1
Primer PCR-
Region Sekvens produkt Genomisk
VP-5 AGGAAGTTTGCCGGAAGTTC (SEKV. ID nr. 36) 370 bp VP1

VP-3 GTGCTGAAACTCTAAAGGTG (SEKV. ID nr. 37 370 BP Vpl
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VP2-5 GACATGGATATGAAAAGCCTGAAG (SEKV.IDnr. 38) 214 bp
VP1/VP2
VP2-3 GTTGTTCATATCTGGTTAAGTACT (SEKV.ID nr. 39) 214 bp
VP1/VP2

K-1sp ATAAATCCATATACTCATT (SEKV. ID nr. 40) 700 bp
VP1/VP2
K-2ps CTAAAGTATCCTGACCTTG (SEKV. ID nr. 41) 700 bp
VP1/VP2

For dette eksperiment ble PCR utfert i et sluttvolum pa 100 ul ved anvendelse av 200
ml renset parvovirus-B19-DNA (renset som beskrevet ovenfor), 0,2 mM av hver
deoksynukleotidtrifosfat og 1,25 enheter Pfu-DNA-polymerase (Stratagene, La Jolla,
CA). Oppformeringsprofilen involverte denaturering ved 94 °C i 2 minutter,
primeranniling ved 37 °C i 3 minutter og utvidelse ved 72 °C i 3 minutter i 35 sykluser.
En 3 minutters preinkubering ved 94 °C for sikre initial denaturering og en
sluttinkubering pa 7 minutter ved 72 °C for & sikre full utvidelse av fragmentene
henholdsvis fer og etter de 35 PCR-syklusene. PCR-produktene ble kjert i elektroforese
pa 7 % polyakrylamidgéler, farget med etidiumbromid og visualisert under en UV-
kilde. Rensing av amplifiserte fragmenter ble utfert ved anvendelse av QiaQuick PCR
rensesett (QIAGEN).

Nestet PCR for oppformering av det 370 bp B19-fragmentet ble utfert nar det
700 bp-bandet ikke ble visualisert pa polyakrylamidgélene. Det 700 bp-DNA-materialet
ble anvendt til det nestete PCR ved anvendelse av primerne vist i tabell 1.

High Fidelity Expand PCR (Roche) ble anvendt som felger for & oppformere
parvovirus-B19-fragmentet pa 4,7 kb. High Fidelity Expand PCR-settet (Roche) og
primerne Hicks-5 (5 CCCGCCTTATGCAAATGGGCAG 3°) (SEKV. ID nr. 42) og
Hicks-3 (5 TTGTGTTAGGCTGTCTTATAGG 3°) (SEKV. ID nr. 43) ble anvendt ved
4 felge leveranderens anbefalinger. Oppformeringsbetingelsene var 94 °C i 1 minutt, og
50 °C i 2 minutter og 68 °C i 4 minutter i 35 eller 45 sykluser. En preinkubering pa 94
°C i 2 minutter og en postinkubering pa 75 °C i 7 minutter ble ogsé inkludert. PCR-
produktene ble separert pa 1 % agarosegéler og renset ved anvendelse av PCR
Purification Kit (Promega, Madison, WI).

337901
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Eksempel 3
Kloning av parvovirus-B19-DNA-fragmenter

PCR-fragmentene ble klonet inn i TPOP-TA-vektorer (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Kloning inn i disse vektorene er meget enkelt nar de oppformerte DNA inneholder

en enkelt deoksyadenosin (A) ved sin 3’ ende. En katalytisk reaksjon for tilsetting av
det 3’ (A) overhenget ble folgelig anvendt. Reaksjonsblandingen inneholdt 1,25 mM
dAPT, 0,5 Tag-polymeraseenheter (Perkin Elmer, Boston, MA) og fortsatte ved 72 °C i
15 minutter.

PCR-fragmentene ble klonet inn i pCR2.1-TOPO-vektoren ved anvendelse av
Invitrogen’s TA-kloningssett ("TOPO” TA Cloning® Kit med One Shot TOP10
Electrocompetent Cells) ved a felge produsentens spesifikasjoner. Bakterielle celler ble
inkubert ved 37 °C pa Luria Broth-plater inneholdende ampicillin p& 100 p/ml, 0,66
mM IPTG og 0,033 % X-Gal. En rekke hvite kolonier ble inokkulert i 4 ml Luria-Broth
ampicillin (100 u/ml) og inkubert over natten ved 37 °C med rysting. 3 ml av over-
natten-kulturene ble anvendt for & tilberede plasmid-DNA ved anvendelse av QIAprep
Miniprep settet (QIAGEN). Rekombinante kloner ble identifisert ved
restriksjonsenzymanalyse med EcoRI (New England and Biolabs) og 7 %
polyakrylamid eller 1 % agarosegélelektroforese som beskrevet ovenfor.

For & bestemme klonenes DNA-sekvens ble store mengder plasmider fra
rekombinante kloner tilberedt som ovenfor, og DNA ble suspenderti TE (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0 1 mM EDTA) ved 0,2 mg/ml. Nukleotidsekvensbestemmelse av
parvovirus-B19-fragmentene ble utfaret ved anvendelse av et Applied Biosystems
Modell 373 (eller Modell 377) DNA-Sequencer system.

Figurene 2A til 2U (SEKV. ID nr. 1-21) viser DNA-sekvenser fra 21 parvovirus-
B19-isolater, renset, oppformert og sekvensert som beskrevet ovenfor, som
korresponderer til nukleotidposisjonene 2936-3635 i parvovirus-B19-genomet beskrevet
av Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936 (700 bp-fragmentet fra figur 1, og som er
beskrevet ovenfor).

Figur 2A (SEKV. ID nr. 1) er sekvensen fra isolat CH47-26;
Figur 2B (SEKYV. ID nr. 2) er sekvensen fra isolat CH48-29;
Figur 2C (SEKYV. ID nr. 3) er sekvensen fra isolat CH33-2;
Figur 2D (SEKYV. ID nr. 4) er sekvensen fra isolat CH33-3;
Figur 2E (SEKV. ID nr. 5) er sekvensen fra isolat CH33-4;
Figur 2F (SEKYV. ID nr. 6) er sekvensen fra isolat CH42-7,
Figur 2G (SEKV. ID nr. 7) er sekvensen fra isolat CH42-18;
Figur 2H (SEKV. ID nr. 8) er sekvensen fra isolat CH42-19;
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Figur 21 (SEKV. ID nr. 9) er sekvensen fra isolat CH46-23;
Figur 2J (SEKV. ID nr. 10) er sekvensen fra isolat CH1-1;
Figur 2K (SEKYV. ID nr. 11) er sekvensen fra isolat CH1-6;
Figur 2L (SEKV. ID nr. 12) er sekvensen fra isolat CH2-8;
Figur 2M (SEKV. ID nr. 13) er sekvensen fra isolat CH2-10;
Figur 2N (SEKV. ID nr. 14) er sekvensen fra isolat CH2-11C,;
Figur 20 (SEKV. ID nr. 15) er sekvensen fra isolat CHS-13;
Figur 2P (SEKYV. ID nr. 16) er sekvensen fra isolat CH7-22;
Figur 2Q (SEKV. ID nr. 17) er sekvensen fra isolat CH13-27,
Figur 2R (SEKYV. ID nr. 18) er sekvensen fra isolat CH14-33;
Figur 2S (SEKYV. ID nr. 19) er sekvensen fra isolat CH62-2;
Figur 2T (SEKV. ID nr. 20) er sekvensen fra isolat CH64-2; og
Figur 2U (SEKV. ID nr. 21) er sekvensen fra isolat CH67-2.
Figurene 11A til 11Z (SEKV. ID nr. 62-87) viser DNA-sekvenser fra ytterligere
26 parvovirus-B19-isolater, renset, oppformert og sekvensert som beskrevet ovenfor,
som korresponderer til nukleotidposisjonene 2936-3635 i parvovirus-B19-genomet,
beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936 (700 bp-fragmentet fra figur 1, og
beskrevet ovenfor).
Figur 11A (SEKYV. ID nr. 62) er sekvensen fra isolat CH80-1;
Figur 11B (SEKV. ID nr. 63) er sekvensen fra isolat CH81-3;
Figur 11C (SEKV. ID nr. 64) er sekvensen fra isolat BI9SCL1-4;
Figur 11D (SEKYV. ID nr. 65) er sekvensen fra isolat B19SCL2-1;
Figur 11E (SEKYV. ID nr. 66) er sekvensen fra isolat B19SCL3-1;
Figur 11F (SEKV. ID nr. 67) er sekvensen fra isolat BI9SCLA4-3;
Figur 11G (SEKYV. ID nr. 68) er sekvensen fra isolat B19SCL5-2;
Figur 11H (SEKYV. ID nr. 69) er sekvensen fra isolat B19SCL6-2;
Figur 111 (SEKYV. ID nr. 70) er sekvensen fra isolat B19SCL7-3;
Figur 11J (SEKV. ID nr. 71) er sekvensen fra isolat BI9SCL8-2;
Figur 11K (SEKYV. ID nr. 72) er sekvensen fra isolat B19SCL9-1;
Figur 11L (SEKYV. ID nr. 73) er sekvensen fra isolat B19SCL9-9;
Figur 11M (SEKV. ID nr. 74) er sekvensen fra isolat B1I9SCL10-2;
Figur 11N (SEKYV. ID nr. 75) er sekvensen fra isolat B19SCL11-1;
Figur 110 (SEKYV. ID nr. 76) er sekvensen fra isolat B19SCL12-1;
Figur 11P (SEKV. ID nr. 77) er sekvensen fra isolat BI9SCL13-3;
Figur 11Q (SEKYV. ID nr. 78) er sekvensen fra isolat B19SCL14-1;
Figur 11R (SEKV. ID nr. 79) er sekvensen fra isolat BI9SCL15-3;
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Figur 118 (SEKV. ID nr. 80) er sekvensen fra isolat BI9SCL16-2;
Figur 11T (SEKYV. ID nr. 81) er sekvensen fra isolat B1I9SCL17-1;
Figur 11U (SEKYV. ID nr. 82) er sekvensen fra isolat B19SCL18-1;
Figur 11V (SEKYV. ID nr. 83) er sekvensen fra isolat B19SCL19-1;
Figur 11W (SEKV. ID nr. 84) er sekvensen fra isolat BI9SCL20-3;
Figur 11X (SEKYV. ID nr. 85) er sekvensen fra isolat B19SCL21-3;
Figur 11Y (SEKYV. ID nr. 86) er sekvensen fra isolat B19SCL22-11;
Figur 11Z (SEKYV. ID nr. 87) er sekvensen fra isolat B19SCL2-14.

Sekvenssammenlikninger viste omkring 98 % til 99,5 % sekvenshomologi av
denne 700 bp sekvens mellom de forskjellige isolatene.

Figur 3A-3C (SEKV. ID nr. 22) viser sekvensen for det ca. 4,7 kbp PCR-
fragmentet vist i figur 1 og beskrevet ovenfor fra parvovirus-B19-klon-2-B1. Sekvensen
vist i figurene er et 4677-nukleotidfragment som korresponderer til
nukleotidposisjonene 217-4893 1 Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936. Sekvensen
som er vist inneholder den fullengde apne leseramme fra parvovirus-B19 som koder for
NS1, VP1 og VP2, og ytterligere 5’ og 3’ utranslaterte sekvenser. Det sekvenserte
fragmentet viste et ytterligere nukleotid i den 5’ ikkekodende regionen mellom
nukleotidposisjon 367 og 368 i forhold til B19-sekvensen rapportert av Shade et al., J.
Virol. (1986) 58:921-936.

Figurene 4A-4C (SEKYV. ID nr. 23) viser sekvensen for PCR-fragmentet pa ca.
4,7 kbp vist i figur 1 fra parvovirus-B19-klon-2-B6. Sekvensen er et 4677
nukleotidfragment korresponderende til nukleotidposisjonene 217-4893 fra Shade et al.,
J. Virol. (1986) 58:921-936. Sekvensen som er vist innholder den fullengde apne
leseramme hos parvovirus-B19 som koder for NS1, VP1 og VP2, og ytterligere 5° og 3’
utranslaterte sekvenser. Det sekvenserte fragmentet inneholdt et ytterligere nukleotid i
den 5’ ikkekodende regionen mellom nukleotidposisjon 367 og 368 i B19-sekvensen
rapportert av Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.

Eksempel 4
Kloning og ekspresjon av parvovirus-B19 NS1-, VP1- og VP2-rekombinante proteiner

Fragmenter som koder for NS1, VP1 og VP2 (se figur 1) ble oppformert ved
anvendelse av det 4,7 kb-fragmentet fra parvovirus-B19 som er klonet inn i pCR2.1-
TOPO (beskrevet ovenfor). Spesielt ble PCR-primere (se nedenfor) konstruert for a
PCR ut NS1, VP1 og VP2 regionene i parvovirus-B19. For & tilpasse kloningen av disse
regionene inn i gjerekspresjonsvektorer, ble Xbal-, HindIlI- og Sall-restriksjonsseter

introdusert i primerne etter behov.
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Primerne anvendt for & klone og oppformere parvovirus-B19-fragmenter for
gjerekspresjon av NS1-, VP1- og VP2-rekombinante proteiner, var basert pa
sekvensene oppnadd ovenfor, og var som felger:

NS1-5 (sensprimer)
5’ATACTATATCGACAAAACAAAATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAAGT
TTCT3’ (SEKV. ID nr. 44)

NS1-3 (antisensprimer)
5’GAGTATGTCGACTTACTCATAATCTACAAAGCTTTGCAATCCAGACAG3’
(SEKV. ID nr. 45)

VP1-58N (sensprimer)
5’ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGAGTAAAGAAAGTGGCAAATGGTGG
GAAAGT3’ (SEKV. ID nr. 46)

VPALL-3 (antisensprimer)
5’GAGTATGTCGACTTACAATGGGTGCACACGGCTTTTGGCTGTCCACAATTC
3’ (SEKV. ID nr. 47)

VP2-5SN (sensprimer)
5’ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCA
GCACT3’ (SEKV. ID nr. 48)

PCR-primere ble syntetisert, renset og suspendert i 300 pl dH,O og deres
optiske tetthet pa 260 nm ble bestemt. Reaksjonsblandingen inneholdt 0,25 ng templat,
100 pmol av hver primer, 10 ul 1,25 mM av hver NTP og 1 enhet Tag-polymerase
(Perkin Elmer, Boston, MA) i et sluttvolum pa 50 ul. Oppformeringsbetingelsene var
94 °C i 1 minutt, 50 °C i 2 minutter, og 68 °C i 4 minutter i 35 sykluser. En 7 minutters
sluttinkubering ved 75 °C ble tillagt for & sikre full utvidelse av fragmentene. Alikvoter
pa 5 pl ble anvendt for & kontrollere PCR-syntesen ved elektroforese pd 1 %
agarosegéler. Hele PCR-produktet ble sa elektroforert og fragmentene som hadde de
forventete storrelsene ble renset fra gélene ved anvendelse av PCR rensesett (Promega)
etter leveranderens anbefalinger. Omkring 0,8 pg renset PCR-DNA ble spaltet med
passende restriksjonsenzymer (Roche) i 3 timer ved 37 °C og produktene ble videre
renset ved anvendelse av Promega PCR Purification Kit.
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Plasmid pBS24.1 ble anvendt for heterolog ekspresjon av parvovirus-B19
rekombinante proteiner. Denne gjarekspresjonsvektoren inneholder 2 mikrosekvenser
og inverterte repetisjoner (IR) for autonom replikering i gjar, a-faktorterminatoren for a
sikre transkripsjonsterminering, og gjeren leu2-d og URA3 for seleksjon. ColE1-
opprinnelsen for replikasjon og B-laktamasegenet er ogsa til stede for formering og
seleksjon i E. coli (Pichuantes et al. (1996) ”Expression of Heterologous Gene Products
in Yeast.” In: Protein Engineering. A Guide to Design and Production, kapittel 5. J. L.
Cleland og C. Craik, red., Wiley-Liss, Inc., New York, N.Y, s. 129-161. Plasmid
pBS24.1 ble spaltet med BamHI/Sall og defosforylert med 10 enheter av alkalisk
fosfatase fra kalvetarm (Boheringer Manheim, Indianapolis, IN) under betingelser
anbefalt av leveranderen. De fordeyde og rensete PCR-fragmentene ble blandet med
BamH]1/Sall-fordeyd pBS24.1 og med et DNA-fragment som inneholdt
gjerhybridpromoteren ADH2/GAPDH (Cousens et al., Gene (1987) 61:265-275)
fordeyd enten med BamHI/Sful eller et BamHI/HindIll, avhengig av restriksjonssetene
til stede i PCR-fragmentene som skulle klones. Ligering ble utfert med Roche Rapid
Ligation sett og protokoll. Ligeringsblandingen ble sa anvendt for & transformere E. coli
HB101-kompetente celler, og transformantene ble selektert i Luria-Broth-plater
inneholdende ampicillin i 100 pg/ml etter inkubering ved 37 °C over natten. Flere
kolonier for hver transformering ble plukket og inokkulert i 3 ml Luria-Broth med
ampicillin i 100 ug/ml og inkubert ved 37 °C med rysting over natten.

Plasmid-DNA ble tillaget ved anvendelse av 1,5 ml kulturer og QIAprep
Miniprep-settet (QIAGEN). Rekombinante kloner ble identifisert ved analytisk
restriksjonsanalyse med BamHI-Sall. Storskala fremstilling av rekombinante plasmider
ble utfert for & utfere sekvensering for bekreftelse av nukleotidsekvensen av de klonete
parvovirus-B19-fragmentene.

Gjzrekspresjonsplasmider som viste de forventete sekvensene for NS1, VP1 og
VP2 ble anvendt for gjertransformasjon, som felger. Kompetente Saccharomyces
cerevisiae AD3-celler [Mat a, trpl +, ura3-52, prbi1-1122, pep4-3, prc1-407,
[cir®],::pDM15(pGAP/ADRI::G418%)], leu2(AAD)] ble transformert med plasmid-DNA
som koder for NS1, VP1 eller VP2, klonet som beskrevet ovenfor. Seleksjon av
gjerrekombinanter ble oppnddd ved to runder av uracil-mangelfulle plater etterfulgt av
en runde med leucin-mangelfulle plater etter inkubering ved 30 °C i 48-72 timer.
Kulturene ble sd dyrket i leucin-mangelfullt medium og sa i YEP supplert med 2 %
glukose (Pichuantes et al., Proteins: Struct. Funct. Genet. (1989) 6:324-337) i 48 timer
for ekspresjonskontroll av de rekombinante proteinene.
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Sekvensene for de forskjellige proteinene fra to forskjellige isolater er vist 1
figurene 5-10. Spesielt viser figur SA (SEKV. ID nr. 24) og 5B (SEKV. ID nr. 25)
henholdsvis NS1-nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.
Figur 6A (SEKYV. ID nr. 26) og 6B (SEKV. ID nr. 27) viser henholdsvis VP1-
nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.

Figur 7A (SEKV. ID nr. 28) og 7B (SEKV. ID nr. 29) viser henholdsvis VP2-
nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B1.

Figur 8A (SEKYV. ID nr. 30) og 8B (SEKV. ID nr. 31) viser henholdsvis NS1-
nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Figur 9A (SEKYV. ID nr. 32) og 9B (SEKV. ID nr. 33) viser henholdsvis VP1-
nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Figur 10A (SEKYV. ID nr. 34) og 10B (SEKYV. ID nr. 35) viser henholdsvis VP2-
nukleotidet og proteinsekvensene fra parvovirus-B19 klon 2-B6.

Eksempel 5
Pévisning og kvantifisering av parvovirus-B19-DNA ved "TagMan”

En sensitiv, diagnostisk fremgangsmate for pavisning av parvovirus-B19-
infeksjon ble konstruert som felger. "TagMan” PCR-teknologi ble spesielt anvendt for
pavisning og kvantifisering av parvovirus-B19-DNA. Kvantitativ PCR krever effektiv
ekstraksjon av nukleinsyre. Volumet av plasma/serum som anvendes for DNA-
ekstraksjon pévirket ogsa pavisningsfelsomheten. To tilneerminger ble anvendt for &
isolere nukleinsyre fra 0,5 ml plasma/serum. DNA ble spesielt ekstrahert ved (a)
binding til silika; og (b) anniling til malspesifikke oligonukleotider.

(a) Isolering av nukleinsyre ved binding til silika
I nzerveer av hay konsentrasjon av chaotropiske salter, slik som guanidinium

isotiocyanat binder nukleinsyrer til silika. Nukleinsyrer av liten sterrelse binder mer
effektivt til silika under betingelser med sur pH. De bundne nukleinsyrene elueres
effektivt i buffer med lavt salt og alkalisk pH ved heye temperaturer. Substitusjonen av
magnetisert silika i stedet for vanlig silika forenkler vasking og elueringstrinnene ved
nukleinsyreisolering. Et magnetisk fundament ble anvendt for a fange de
nukleinsyrebundne silikapartiklene, saledes elimineres behovet for sentrifugering for a
sedimentere vanlige silikapartikler.

Lysisbufferen som ble anvendt var fra Organon-Teknika (Durham, NC). Denne
lysisbufferen inneholder guanidinium isotiocyanat for a lgse proteiner og inaktivere
RNAser og DNAser. Triton X-100 detergenten forenkler videre
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solubiliseringsprosessen og disintegrering av cellestruktur og nuklezre proteiner, og
saledes frigjering av nukleinsyre. Lysisreagensen ble surgjort for a gke
nukleinsyrebinding, og 50 pl alkalisk elueringsbuffer ble anvendt for & eluere den
bundne nukleinsyren. Etter nukleinsyreisolering ble nervaret av parvovirus-DNA
bestemt ved & utfere "TagMan”-PCR som beskrevet nedenfor.

(b) Isolering av nukleinsyre ved & annile til malspesifikke oligonukleotider

Selv om anvendelse av magnetisert silika svaert forenkler hurtig og enkel
handtering gjennom vaskingen og elueringstrinnene, er fortsatt isolering av nukleinsyre
arbeids- og tidskrevende. En-trinns fanging av spesifikke nukleinsyremaél fra plasma
eller serum ved anvendelse av magnetiske kuler ble derfor brukt. For a gjere dette
anvendelig for en rekke virale nukleinsyreinnfangingstester, ble det anvendt felles
magnetiske kuler koblet med oligo-dT. Sera-Mag magnetiske oligo (dT) kuler (Seradyn,
Indianapolis, IN) med en oligo-dT lengde pé 14-mer ble anvendt i kombinasjon med
”Capture” oligonukleotider inneholdende 20 poly-A ved den 3’ ende i neer forbindelse
med den parvovirusspesifikke sekvensen som ble anvendt (vist ved enden av sekvensen
spesifisert nedenfor).

Antisens innfangingsoligonukleotidene som ble anvendt, ble utledet fra det 700
bp-fragmentet og var som felger:

VSPC1-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCCTTAACAGCAATTTCTGATA (nt
3492-3514) (*) (SEKV. ID nr. 49)

VSPC2-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGCCCTGTAGTGCTGTCAG (nt 3549-
3568) (SEKV. ID nr. 50)

VSPC3-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATATACCCAAATAGGAAGTTCTG (nt
3639-3660) (SEKV. ID nr. 51)

VSPC4-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAATGCTGATTCTTCACTTGC (nt
3737-3759) (SEKV. ID nr. 52)

VSPC5-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGCTGTACCTCCTGTACCTA (nt 3789-
3808) (SEKV. ID nr. 53)
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VSPC6-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCCTCTAAATTTTCTGGG (nt 3838-
3857) (SEKV. ID nr. 54)

VSPC7-AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCCTAATGTGTCAGGAACC (nt 3910-
3929) (SEKV. ID nr. 55)

(*) Nukleotidnummereringen er i henhold til Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936.

De magnetiske kulene ble suspendert i Novagen lysisbuffer (Madison, WI) og en
rekke pa syv innfangingsoligonukleotider (VSPC1-VSPC7, beskrevet ovenfor) ble testet
individuelt eller i kombinasjon for a fange parvovirus-B19-DNA fra et panel skaffet
tilveie fra FDA Center for Biologic Evaluation and Research, U.S. Department of
Health and Human Services (FDA-CBER).

(c) Vasking av kulene med en vaskebuffer

Etter innfanging ble kulene vasket med en buffer inneholdende 10 mM Hepes
bufret til pH 7,5 1 0,3 M NaCl og 0,5 % NP-40. Etter serumbehandling med lysisbuffer,
hybridisering, magnetisk adsorpsjon av kulene, og fjerning av lysisbufferen, ble 1,5 ml
av vaskebufferen tilsatt til kulene. Etter den vanlige vorteksingen, magnetiske
adsorpsjonen og fjerningen av vaskebufferen, ble kulene vasket igjen 1 0,5 ml i den
samme bufferen, slik at de magnetiske kulene kan sammenpresses for lett suspensjon i
100 ml Universal PCR-buffer inneholdende alle reagensene for TagMan-analysen.
Kulene med det fangete DNA ble overfert til en ”TagMan”-plate for pavisning av
”TagMan”-PCR, som beskrevet nedenfor. Flere oligonukleotidkombinasjoner var
effektive i 4 fange B19 som pavist av ”TagMan”-analyse.

”TagMan”-teknologien oppformerer spesielt innfanget malnukleinsyre som
DNA-"ampliconer”. Et alternativ er oppformering av det fangete malet som RNA. For
dette besto oppformeringsoligonukleotidene av en parvovirus-B19-spesifikk primer med
en T7-promotersekvens, for 4 generere RNA-ampliconer ved anvendelse av T7-RNA-
polymerase. Tre oppformeringsprimere (VSA1-A3, beskrevet nedenfor), utledet fra den
700 bp-sekvensen som korresponderer til nukleotidene 2936-3635 i parvovirus-B19-
genomet, beskrevet i Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936, ble testet for deres evne
til oppformering.
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Primerne var som felger:

Senstrad oppformeringsprimere

VSAl-
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCATATACTCATTGGACTGT
(nt 2942-2961) (SEKV. ID nr. 56)

VSA2-
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCAGAGCACCATTATAA
(nt 3272-3288) (SEKV. ID nr. 57)

VSA3-
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCACAATGCCAGTGGAAA
(nt 3317-3333) (SEKV. ID nr. 58)

VSP2-GTGCTGAAACTCTAAAGGT
(Antisens primer- nt 3424-3442) (SEKV. ID nr. 59)

RNamplifire-sett (Qiagen) reagenser ble anvendt for a undersgke
oppformeringseffektiviteten ved anvendelse av 50 kopier av parvovirus-DNA som mal i
et sluttvolum pa 20 ml. Oppformeringsprimerne ble testet individuelt eller i
kombinasjon ved anvendelse av VSP2 som den andre primeren. Etter en times
inkubering ved 42 °C, som anbefalt av produsenten, ble en alikvot av det oppformerte
materialet fortynnet 100 ganger for pavisning ved "TaqMan”-analysen for & underseke
effektiviteten av oppformeringsprimerne. En kombinasjon av to oppformeringsprimere,
VSA2 og VSA3 med VSP2, var veldig effektive i generering av RNA-ampliconer.

Sensitiviteten til "TagMan”-analysen og velegnetheten til PCR-primerne og de
optimale reaksjonsbetingelsene, ble etablert ved anvendelse av plasmid-DNA
inneholdende det 4,7 kb-fragmentet, beskrevet ovenfor. Dette fragmentet inkluderer
VP1-regionen, sa vel som NS1- og VP2-regionene (se figur 1). PCR-
oppformeringsprimerne utledet fra VP1-regionen, i detalj nedenfor, ble anvendt.
Nummereringen er relativ til Shade et al., J. Virol. (1986) 58:921-936. X representerer
5’-fluorescein fosforamidit og Z representerer DABCYL-dT, begge oppnadd fra Glen
Research Corporation, Sterling, VA. Nummereringen som er vist pa hgyre side av
sekvensen refererer til nukleotidene i primerne fra parvovirus-B19-sekvensen.
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VSP1-GGAGGCAAAGGTTTGCA (Sens primer-nt 3334-3350)
(SEKV. ID nr. 60)

VSP2-GTGCTGAAACTCTAAAGGT (Antisens primer-nt 3424-3442)
(SEKV. ID nr. 59)

VSPPR1-XCCCATGGAGATATTTAGATTZ (Probe-nt 3379-3398)
(SEKV. ID nr. 61)

Vpara 8: TCCATATGACCCAGCGCACCA (nt 3262-3460)
(SEKYV. ID nr. 88)

Vpara 9: TTTCCACTGGCATTGTGGC (Antisens primer-nt 3313-3331)
(SEKV. ID nr. 89)

Vpara 10: XAGCTAGACCTGCATGTCACTGZ, der X er Fam og Z er Tamra.
(nt 3286-3310) (SEKYV. ID nr. 90)

Plasmid-DNA konsentrasjonen ble estimert spektrofotometrisk og
seriefortynninger ble utfert for & skaffe tilveie 5,000-10 kopier/20 pl.
Reaksjonsblandingen i et sluttvolum pa 50 ul inneholdt 20 ul preve, 1 x Gold Taq-
amplifiseringsbuffer (Perkin Elmer) med 3,2 mM MgCl,, 300 uM av hver av dNTP, 1
pmol av hver av oppformeringsprimerne, 0,4 pmol av proben og 1 enhet av AmpliTaq-
enzym. Reaksjonsbetingelsene inkluderte 10 minutter ved 95 °C for & aktivere enzymet,
etterfulgt av 45 sykluser ved 30 sekunder ved 95 °C, alternerende med 60 °C i en ABI
7700 Sequence Detector.

Ved anvendelse av primerparet VSP1 og VSP2, som genererte et 109 bp PCR-
produkt og proben VSPPR1, var sa fa som 10 kopier/analyse malbare. Fordi
prevevolumet var 20 pul i et sluttvolum pa 50 ul, tydet dette pa at plasmaprevene, som
inneholdt sé fa som 50 kopier/ml parvovirus-B19-DNA, kunne ekstraheres og pavises
med "TagMan”-teknologi. Fordi parvovirus er et hgytitervirus, kunne plasma/serum-
volumer pa 50 ul ekstraheres og anvendes for analyse.

Ved anvendelse av den FDA-CBER-parvovirus-B19-DNA-positive preven
(10° kopier/ml), detekterte “TagMan”-teknologien s& fa som 50 kopier pr. analyse. I et
forsek pa & korrelere nukleinsyren og immuntitere, ble den virale DNA-lasten
kvantifisert i flere antistoffpositive prever.
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Nye humane parvovirus-B19-sekvenser og pavisningsanalyser som anvender
disse sekvensene er falgelig blitt beskrevet.
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L.

Fremgangsmate for pavisning av human parvovirus-B19-infeksjon i en biologisk preve,

karakterisert ved atnevnte fremgangsmate omfatter:

(a) aisolere nukleinsyre fra en biologisk preve mistenkt for 4 inneholde humant

parvovirus-B19-DNA, hvori nevnte nukleinsyre omfatter en malsekvens;

(b) & oppformere mélsekvensen ved 4 benytte en nukleinsyrepolymerase med 5°- til 3°-

nukleaseaktivitet, et primerpar som er i stand til & hybridisere til malsekvensen, og

en oligonukleotidprobe designet for a hybridisere 3’ til den ene av primerne i den

oppformerte sekvensen,

hvori

)

(i)

(iif)

@iv)

2.

nevnte primerpar bestar av en sensprimer av SEKV ID nr. 88 og en
antisensprimer av SEKV ID nr. 89;

probens 5’ ende inneholder en fluorescerende rapporterfarge, og probens
3’ ende er blokkert for & hindre probeutvidelse og inneholder en farge
som bremser fluorescensen av den 5’ fluorofor;

under oppformering fordeyer polymerasen oligonukleotidproben nar den
hybridiserer til mélsekvensen, for dermed & separere rapportermolekylet
fra bremsermolekylet; og

ettersom oppformeringen er utfert, blir fluorescensen pa
rapportgrmolekylet malt, med fluorescens som korresponderer til
nukleinsyreoppformeringsbegivenheten.

Fremgangsmate ifolge krav 1, karakterisert ved atrapportermolekylet er

en fluorescerende farge.

3.

Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av de foregdende krav,

karakterisert ved atbremsermolekyleter en rhodaminfarge.

337901
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4.

Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av de foregdende krav,
karakterisert ved atnevntenukleinsyrepolymerase er en 7Thermus
aquaticus (Taq)-polymerase.

5.

Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av de foregdende krav,
karakterisert ved atisoleringstrinnet omfatter anniling av nukleinsyren til
et malspesifikt innfangingsoligonukleotid, hvori innfangingsoligonukleotidet har en
polynukleotidsekvens valgt fra SEKV ID nr. 49-55.

6.
Fremgangsmate for pavisning av human parvovirus-B19-infeksjon i en biologisk preve,
karakterisert ved atnevnte fremgangsmate omfatter:

(a) aisolere nukleinsyre fra en biologisk preve mistenkt for 4 inneholde humant
parvovirus-B19-DNA, hvori nevnte nukleinsyre omfatter en malsekvens;

(b) a reagere den isolerte parvovirus-B19-nukleinsyren med et ferste oligonukleotid
omfattende en forste primer som omfatter en kompleksdannende sekvens
tilstrekkelig komplementzr til den 3’-terminale delen av malsekvensen som den
skal danne kompleks med, hvori nevnte ferste primer videre omfatter en promoter
for en DNA-avhengig RNA-polymerase 5’og operativt koblet til den
kompleksdannende sekvensen, hvori nevnte reaksjon er gjort under betingelser som
tilveiebringer dannelse av et oligonukleotid/mélsekvenskompleks og initiering av
DNA-syntese;

(c) 4 utvide den forste primeren i en utvidelsesreaksjon ved 4 anvende malsekvensen
som et templat for & gi et ferste DNA-primerutvidelsesprodukt som er
komplementzrt til malsekvensen;

(d) a2 behandle DNA-primerutvidelsesproduktet med et andre oligonukleotid omfattende
en andre primer som omfatter en kompleksdannende sekvens tilstrekkelig
komplementer til den 3’-terminale delen av DNA-primerutvidelsesproduktet til &
danne kompleks dermed, under betingelser som tilveiebringer dannelse av et
oligonukleotid/malsekvenskompleks og initiering av DNA syntese;
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(e) autvide den 3’-terminale del av den andre primeren i en DNA-utvidelsesreaksjon
for 4 gi et andre DNA-primerutvidelsesprodukt, og dermed produsere et templat for
den DNA-avhengige RNA-polymerase;

() a anvende templaten for produksjon av flere RNA-kopier av malsekvensen ved
anvendelse av en DNA-avhengig RNA-polymerase som gjenkjenner
promotersekvensen; og

(g) autokatalytisk repetere trinnene (b) til (f) ved anvendelse av RN A-kopiene fra trinn
(f) for oppformering av malsekvensen, hvori nevnte ferste og andre primer har
polynukleotidsekvensen til SEKV ID nr. 88 og 89.

7.
Fremgangsmate ifolge krav6, karakterisert ved atden ytterligere

omfatter trinnene:

(h) 4 tilsette en merket oligonukleotidprobe til produktet fra trinn (g), hvori nevnte
oligonukleotidprobe er komplementer til en del av nevnte malsekvens, under
betingelser som tilveiebringer hybridiseringen av nevnte probe med nevnte
malsekvens for & danne et probe:malkompleks; og

(i) apavise nerver eller fraver av merking som en indikasjon pa n@rver eller fraver

av malsekvensen.

8.
Fremgangsmate ifelge krav 7, karakterisert ved atnevnte merkingeren

acridiniumester.

0.
Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av de foregdende krav,
karakterisert ved atdenvidere omfatter & tilveiebringe en internkontroll.

10.
Fremgangsmate ifelge krav9, karakterisert ved atinterkontrollen
omfatter SEKV. ID nr. 90.
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11.
Fremgangsmate ifolge et hvilket som helst av de foregdende krav,

karakterisert ved atdenmuliggjer pdvisning av B19-DNA i viremiske

prover med si lave virale titere som 10° viruspartikler/ml.
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CH47-26
atasatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcititaaaaaatataaasaatganactgggiticaa
geacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgcccctgtggeecatittcaaggaagtitgee
ggaagticccgetiacaacgectcagaaaaatacceaagcatgacticagtiaatictgcagaagecageac
tggigcaggaggggegggoagtaatcetgtiaaaageatgtggagtgaggeggccactittagtgecaact
ctgtaacttgtacattitccagacagttittaattccatatgacccagageaccattataaggtgtittctceegea
gcaagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccatiagicecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgetitaaatitgttititicacctitagagiticageatttaatigaaaact
atggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgitacagacaaaactg
gagggegagtacaagtiactgacagoactaccggpegectatgcatgitagtagaccatgaatacangtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. ZA

CH48-29
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgecectgiggeccattitcaaggaagttigee
ggaagttcccgettacaacgeetcagaacaatacceaageatgacttcagttaattcigeagaagecageac
tggtgcaggaggpggtggcagtaatcctgecaaaageatgtggagigaggpggecacttitactgecaact
ctgtaacttgtacatittccagacagtititaaticcatatgacccagageaccattataaggtgitttctecegea
gotagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgcaccatiagicccataatgpgatactea
actccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatititticacctitagagtttcagcacctaattgaaaattat
gpaagtatagctectgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaazactgg
agggggpptacaggttactgacageactacagggegectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtpttaggecaaggtcaggatactttag-

FIG.2B
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CH33-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcittaaaanatataaaaaatgasactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgeagetgeccctgtggcceattitcaaggaagtttgce
ggaagttcecgettacaacgectcagaacaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tgetgcaggagggggiggoagtaatcetgecaasageatgtggagtgagggggccacttitactgecaact
ctgtaacttgtacattticcagacagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgitttcteccgea
getagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagtcecataatggpatactca
actccatggagatatttagattttaatgctttaaatitatitttitcacctitagagtticagcacctaattgaaaattat
ggaagtatagctectgatgatttaactgtaaccatatcagaaatigetgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggegegtacaggitactgacageactacagggcgectatgettgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 2C

CH33-3

ataaatccatatactcatiggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
goacaagtagtaaaagactacittactitaaaaggtgcagetgeecctgiggeccatittcaaggaagtitgee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaacatacccaageatgacticagtiaatictgcagaagecageac
tggtpcaggaggpeptggcagtaatcctgecaaaageatgtggagtgagggppeceactittactgecaact
ctgtaacttgtacatittccagacagttittaattccatatgacccagageaccattataagptgttttcteccgea
gctagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagicccataatgggatactea
actccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttttttcacctttagaptttcagcacctaattgaaaattat

aggggpggtacaggttactgacagcactacagggcgcectatgecigttagtagaccatgaatacaagtacc
catatgtgttagggcaagpgtcaggatacttiag

FIG. 2D
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CH33-4 '

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaanatgaaactgggtticaa
gcacaaptagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccatittcaaggaagttigee
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacceaagoatgacticagitaatictgeagaagecageac
tggtgcaggagggestgecagtaatcetgccaanageatgtggagtgagggggccactittactgecaact
cigtaacttgtacattttccagacagtitttaaticcatatgacccagagcaccatiataaggtgitttcteccgea
getagtagetgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgeaccattagicccataatgggatactca

- actccatggagatatiiagatittaatgcittaaatttatttitticacctttagagtitcagcacctaattgaaaattat

ggaagta&gctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggegggtacaggttactgacageactacagggegectatgectgtiagtagaccatgaatacaagtace
catatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 2E

CHA42-7 :
atasatccatatactcatiggacigtagcagatgaagagotittaanaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtasaagactactitactttaaaaggtgeagetgeeectgtggeecattitcaaggaagtttgee
ggaagticcogettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagtitaattetgeagaagecageac
tgetgcaggagegpgeggcagtaatectgtcaaaageatgtggagtgaggepgecactittagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccaggeagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgtittctecege
agcaagtagcetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagatttinatgctttaaatttattitittcaccttiagagtitcagcacttaatigaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgtiaaggatgttacagacaaaact
ggaggpgepgtacagpttactgacageactacagggegcectatgeatgitagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttaggpgcaaggicaggatactitag

FIG. 2F
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CH42-18
atnaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttmwtaaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacceaagcatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggaggepgeggcagtaatceigicaaaageatgtggagtgaggpgpccacttitagigecaac
tctgtaactigtacattticcagacagtitttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtitictccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggasaggaggcaaaggttgeaccatiagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttititcacctitagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcetgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgtiaaggatgttacagacaaaact
geaggeggegtgcaggtiactgacageactacagggcegectatgeatgtiagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatacttiag

FIG. 2G

CH42-19

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa .

geacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcagetgeecctgtggeceatittcaaggaagtitgee
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagitaatictgcagaagecagceac
tggtgcaggaggegpgegcagtaatectgicaaaageatgtpgagtzagggggecactittagigecaac
tctgtaactigtacattttccagacagtititaaticcatatgacccagageaccattataaggtgtittctcecge

agcaagtagctgecacaatgecagiggaaaggaggeaaaggtitgeaccattagteccataatgggatact
caaocccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcactbaattgaaaat
tatggaagtatagctoctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaact
gpagegeggetacaggtiactgacageactacagggcegectatgeatgttaptagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG.2H
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CH46-23

atmwcammcmaﬁggacthgcagatgaagagcmMaaatataaaaaatgaaactgggtﬂcaa
ncacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccatiticaaggaagtttgec
ggaagttccecgcttacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagggegeegcagtaatccigicaaaageatgiggagigagggggcecactittagtgecaac
tctgtaactigtacattitccaggcagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgttiictccoge

- agcaaptagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact

caaccccatggagatatttagatittaatgctitanatttattttttcacctitagagtticagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetpttaaggatgtiacagacaaaact
ggaggggpegtacagptiactgacagcactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgtiaggpcaaggtcaggatacitiag

FIG. 2L

CH1-1 '
ataaatccatatactcatiggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaasaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcagetgeccotgigpoccattttcaaggaagtttgec
ggaagttccegcettacaacgecicagaaaaatacccaagcatgacttcagttaatictgecagaagecageac
tggtgeageageggpgpgcagtaatcelgtcaaaageatgtggagtgaggpgpecactitiagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtitttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcocataatgggatact
caaccccatggagatatttagatittaatgetitaaatitatitititcacctitagagtitcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctectgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetpttaaggatgtiacagacaaaact
gpagggeegetacaggttactgacageactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG.2J
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CH1-6
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaamtaaaaaatgaaactgggtttcaa
gceacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcapetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccecgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagitaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagpgggggecaglaatccigicaaaageatgiggagigagggggccactittagtgecaac
tctgtaactigtacattttccagacagitittaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttitctcecge
agcaagtapctgccacaatgccagtgpaaaggaggcaaaggtitgcaccattagicccataatggeatact
caaccccatggagatatttagattttaatgetitaaatitatitititcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaaptatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgtiaaggatgttacagacaaaact
ggagggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggeaaggtcaggatactttag

FIG. 2K

CH2-8 '
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtaaaagactacttiactitaaaaggtgcagetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttpec
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagitaatictgcagaagecageac
tggtgcaggaggeggggecagtaatcctgigaaaageatgtggagtgagggegccactittagigecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaattittaattccatatgacccagageaccattataaggtgttitctcecgea
gcaagtagctgccacaatgecagiggaaaggaggeaaaggttigeaccattagteccataatggeatacic
aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatitattititicacctitagagtitcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattpetgtiaaggatgttacagacaaaactg
gagggegggetgcaggitactgacageactacaggpcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatacittag

FIG. 2L
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CH2-10 y
ataaatccatatactcattggactgtagcagatpaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgpggtitcaa
geacaagtagtaaaagactactitacttiaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagtttpcc
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacticagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggaggggegagcagtaatectgtgaaaagcatgtgpaptpaggggpccacttitagtgccaac
tctgtaacttgtacatittccagacaattittaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgtiticiccegea
gcaagtagctgecacaatgecagtgganaggaggcaaaggtitgeaccattagtcceataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatitatttitticacctitagagtitcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagetcetgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacagaactg
gagggeggetgcaggttactgacageactacagggcgectatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 2M

H2-11C
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
geacaagtagtaaaagactacittactitaaaaggtgeagetgeceetgtggeccatittcaaggaagtitgec
ggaagticccgettacaacpectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaatictgcagaageeageac
tggtgcaggaggpegpgecagtaatcetgigaanageatgtggagtgagggggccactittagtgecaac
tctgtaactigtacatittccagacaatiittaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttitctcecgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggasaggaggcaaaggtttgcaccattagicceataatgggatacte
aaccccatggagatatttagatittaatgctttaaatitatititttcacctitagagtitcageacttaatigaaaatt
atgpaaptatagctectpatgctitaactgtaaccatatcagaaattgeigitaaggatgitacagacaaaactg
gaggggepetgcaggtiactgacagceactacagggegcectatgcatgitagtagaccatgaatataagtac
ccatatgigttaggpcaagptcaggatactitag

FIG. 2N
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CHS-13

ctaaatccatatactcatiggactgtagcagatgaagagctittaanasatataaaaanigaaactggptiicaa
gcacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcagetgccectgtggeccattitcaaggaagtitgec
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattetgcagaagecageac
tgglgcaggaggegeggpcagtaatectgttaaaageatgtggagtgagegggecactittagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagttittaattccatatgacccagageaccattataaggtgtiticicecgea
gcaagtagctgecacaatgecagiggaaaagaggceaaaggtitgcactatiagteceataatgggatactca
accccatggagatafttagattttaatgetttaaatitatttitttcacctitagagtttcagcactiaattgaaaattat
ggcagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgotgttaaggatgttacagacaaaactgg
aggeggegtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgeatgitagtagaccatpaatacaagtace

_ caatgtgttaggpcaaggicaggatacttiag

FIG. 20

CH7-22
ataaatccatgtactcattggactgwgcagatgaagagcmtaaaaaammaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagiagtaasagactactitactttaaaaggtpcagetgeccctgtggeccatittcaaggaagtitgee
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacticagitaatictgcagaagecageac
tggtgcagpagpeggpgecagtaatcotgtiaaaageatgiggagtgaggggpccacttitagtgccaact
ctgiaacttgtacattticcagacagtititaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtittcicccgea
gcaagtagetgecacaatgecagiggaaagpaggcaaaggtitgcaccattagicecataatgggatacte
aaccccatgpagatattiagattitaatgcittaaatttptttitticacctitagagtitcagcatttaatigaasact
atggaagtatagctectgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpgatgttacagacaaaactg
gagggggaptacaagttactgacageactaccgggcgectatgeatgitagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 2P
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CH13-27
amaatccatamctcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
geacaagtagtaaangactactttactttaaaaggtgcapetgeccetgtggeccattticaaggaagtttgec
ggaagticccgetiacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagtiaatictgcagaagecageac
tgetgcaggagppgpgggcagtaatictgtcaaaageatgtggaptpaggppgpccacttitagtpctaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtitttaattccatatgacccagageaccattataaggtatttictccegea
gepagtagctgecacaatgecagtggaaagpaggcaaaggtitgcaccatcagteccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagatittaatgeiitanatitatitttttcacctitagagtticagcactiaattgaaaatt
atggaagtatagctcetgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpgatgttacagacaaaactg
gagegpgegtacaggtiacigacagcactacagggegcectatgeatgtiagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatacittag

FIG.2Q

CH14-33

ataaatccatatactcattggactgtggcagatgaagagctﬁtaaaaaamtaaaaaatgaaactgggmcaa .

gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgeceetgtggeccatiticaageaagtitgee
ggaagticcegcettacaacgectcagaaaaatacceaageatgacttcagitaattctgcagaagecageac
tggtgeaggaggpggggsagtaatcctgtiaaaageatgtggagtpagggpeccactittagtgecaacte
tgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgtitictcccgeag
caagtagctgecacaatgecagiggaaaagaggcaaaggtitgcaccattagtcocataatgggatactcaa
ccccatggagatatttagatittaatgetitanatttatitttticacctitagagtitcagcacttaattgaanatiatg
gtagtatagctectgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgctettaaagatgttacagacaaaactgpgap
gegggetacagptiactgacageactacagggegectatgeatgitagtggaccatgaatacaagtaceea
tatgigtiagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 2R
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CH62-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcageigeccctgtggeccattticaaggaagtttgece
ggaagttcccgcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcaattaattctgcagaagecageact
getgcaggaggeggggecagtaatcetgicaaaageatptggagtgagepggecacttttagtgecaact
ctgtaacttgtacaktttccagacagtttitaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttttctceccgea
gccagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcecataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattitaatgetitasatttattttiticacctitagagtttcageacttaattgaaaatt
atggaagtamgctcctgatgcttmactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggggggtacaggttactgacagcactacaggccgectatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 28

CHé64-2
ataaatocatatactcattggactgtagcagatgaagagctttmaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
geacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgecectgtggeccattitcaaggaagtitgec
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagitaatictgecagaagecageac
tggtgcaggagggppgegcagtaatcotgtianaagcatgtggagtgagegggccacttitagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtitttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtittcgeccgea
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatggagatacttagatttiaatgcetttaaatitattittitcacctttagaptitcagcactiaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg
gagggggeptgcaggtiactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactitag

FIG. 2T
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CHé67-2 i
ataaatccatatactcattggactgtggcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttc

gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccatittcaaggaagtttgec
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagtiaatictgcagaagecageac

tggtgcaggagggggggggagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact '

ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgtittctcecgea
gcaagtagctgccacaatgecagiggaaaagaggcaaaggtitgeaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattitaatgctitaaatttatitttticacctttagagtitcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttanagatgttacagacaaaactg
gaggggeggtacaggttactgacageactacagggegectatgeatgtiagtggaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagppcaapggtcaggatacittag

FIG. 2U
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Paﬁovirus B19 clone #2-Bl

1 cecgecttat gecaaatggge agecatctta agtgttitac tataatttta ttggtcagtt

61 ttgtaacggt taaaatggge ggagepgtagg caaggactac agtatatata geacageact
121 gecgeagete tttetttetg ggctgetitt ticctggact tacttgetgt titttgtgag
181 ctaactaaca ggtatttata ctactigtta acatactaac atggagetat ttagaggpgt
241 gcttcaagtt tettctaatg ttetggactg tgctaacgat aactggiggt getetttact -
301 ggatttagac actictgact gggaaccact aactcatact aacagactaa tggcaatata
361 cttaageagt gtggettcta agettgactt tactgggege ceactageag gotgcttgta
421 ctttittcaa gtagaatgta acaaatttga agaaggctat catattcatg tggttattgg
481 gggeccageg ttaaacceea gaaaccteac agtgigigta gaggeettat ttantaatgt
541 actttatcac cttgtaactg aaaatctgaa getaaaatit tigecaggaa tgactacaaa
601 aggcaaatac tttagagatg gagagcagtt tatagaaaac tatitaatga azaaaatace
661 titaaatgtt gtatggtgtyg ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttctge
721 tacttttaga aagggagctt gccatgecaa gaaacccege atcaccacag ccataaatga
781 tactagtact gatgetggge agtetagepg cacaggggca gaggtigtge catttaatgg
841 gaagggaact aaggetagea taaagtttca aactatggta aactggtigt gtgaaaacag
901 agtgtttaca gaggataagt ggaaactagt tgactitaac cagtacactt tactaageag
961 tagtcacagt ggaagttttc aaattcaaag tgcactaaaa ctagcaatit ataaagcaac
1021 taatttagtg cctactagea catttttatt gecatacagac tttgageaag ttatgtgtat
1081 taaaaacaat aaaattgtta aattgttact ftgtcaaaac tatgacccce tattagégep
1141 gcageatgtg ttaaagtgga ttgataaaaa atgtggcaag asaaacacac tgiggtttta
1201 tgggeegeca agtacaggga aaacaaactt ggeaatggee attgetaaaa gtgttccagt
1261 atatggeatg gitaactgga ataatgaaaa ctttccattt aatgaigtag capgaaaaag
1321 cttggtggtc tggpatgaag gtattattaa gtetacaatt gtagaagetg caaaagecat
1381 tttaggegge caacccacca gggtagatea aaaaatgegt ggaagtgtag ctgtgcctgp

1441 agtacctgtg gttataacca geaatggtga cattactttt gttgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgetaaag ccttaaaaga gegeatgpta aagttaaact ttactgtaag

1561 atgcagccect gacatggget tactaacaga ggetgatgta caacagtgge ttacatggte

1621 taatgcacaa agetgggace actatgaaaa ctgggeaata aactacactt ttgatttecc

1681 tggaattaat geagatgeec tecacecaga cetecaaace aceccaattg teacagacac

1741 cagtatcagc agcagtggtg gtgaaagete tgaagaactce agtgaaagea gettttitaa

1801 cctcatcace ccaggegect ggaacaciga aacceegege tetagtacge ccateceegg

——=-—---1861 gaccagttcaggapaatcat ctgtcggaag cccagtitccteegaagttg-tagetgeate— ----- -

1921 gtgggaagaa gecttctaca cacctttgge agaccagttt cgtgaactgt tagttggpet

1981 tgattatgty tpggacgpte taaggggitt acctgtetgt tgtgtgeaac atattaacaa

FIG. 3A
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2041 tagtggegpa ggetigggac titgteccca tigeattaat gtaggggcett ggtataatgg
2101 atggaaattt cgagaatita ccccagattt ggtgcgatgt agetgecatg (gggagetic
2161 taatcccttt tetgtgetaa cetgeaaaaa atgtgettac ctgictggat tgeaaagett
2221 tgtagattat gagtaaagaa agtggeaaat gatggpaaag tgatgataaa tttgctaaag
2281 ctgtgtatca geaatitgtg gaattitatg aaaapgttac tggaacagac ttagagetta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt cittagataa tcccetagaa aacceatect
2401 ctttgtttga citagtiget cgtattaaaa ataaccttaa aaactcteca gacttatata
2461 gtcatcattt tcaaagtcat ggacagttat ctgaccacce ccatgectta teatecagta
2521 geagtcatge agaacctaga ggagaagatg cagtattate tagtgaagac ttacacaage
2581 ctgpgceaagt tagegtacaa ctacceggta ctaactatgt tgggectgge aatgagetac
2641 aagctgggcee coecgeaaagt getgitgaca gltgctgeaag gatteatgac titaggtata
2701 gecaactgge taagttggga ataaatecat atactcattg gactgtagea gatgaagage
2761 ttttaaanaa tataaaaaat gasactgggt ttcaageaca agtagtaaaa gactactita
2821 ctttaaaagg tgeagetgee cetgtggece attttcaagg aagittgeeg gaagtteceg
2881 cttacaacgc ctcagaaaaa tacccaagea tgacticagt taattctgea gadgecagea
2941 ctggtgcagg aggggegegc agtaatectg tgaaaageat gtggagtgag ggggecactt
3001 teagtgecaa ctetgtaact tgtacatttt ccagacaatt (ttaatteca tatgacccag
3061 agcaccatta taaggtgttt tetcccgeag caagtagetg ccacaatgee agtggaaagg
3121 aggcaaaggt ttgcaccatt agteccataa tgggatactc aaccecatgg agatatitag
3181 attttaatgce tttaaattta titttttcac ctttagagtt teageactta attgaaaatt

3241 atggaagtat agctcetgat getttaactg taaccatate agaaattgct gttaaggaty
3301 ttacggacaa aactggagpg geggtgcagg ttactgacag cactacagge cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacecat atgtpttagg geaaggteaa gatactttag
3421 ccecagaact tectatitgg gtatactitc ceccteaata cgettactta acagtagpag
3481 atgttaacac acaaggaatt tctggagaca gcaaaaaatt ggcaagtgaa gaateageat
3541 tttatgtttt ggaacacagt tetitteage ttitaggtac aggaggtaca geaactatgt
3601 cttataagtt tectccagtg cecccagaaa atttagagge ctgeagtcaa cacttttatg
3661 aaatgtacaa ccccttatac ggateccget taggggttce tgacacatta ggaggtgace
3721 caaaatttag atctttaaca catgaagacc atgcaattca gecceraaac ticatgecag
3781 ggccactagt aaactcagtg tetacaaagg agggagacag ctetagtact ggagetggaa -
3841 aagccttaac aggecttage acaggtacct ctcaaaacac tagaatatee ttacgecctg
3901 ggecagtgte tecageegtac caccactgge acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctea tggteagace acttatggta acgetgaaga caaagagtat cageaaggag

———--—4021-tgggtagatt-tceanatgaa-aaagaacage-taaaacagit-acagggitta-aacatgeaca-- ———

4081 cctactttcc caataaagga acccageaat atacagatca aattgagege cecctaatgg
4141 tgggttetgt atggaacaga agageccttc actatgaaag ccagetgtgg agtaaaatte
4201 caaatttaga tgacagtttt aanactcagt ttgeagectt aggaggatgg gatttgeate

FIG. 3B
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4261 agccacctee tcanatattt ttaaaaatat taccacaang tgggecaatt ggaggtatea
4321 aatcaatgpg aattactacc ttagttcagt atgeegtgge aattatgaca gtaaccatga
4381 catttaaatt ggggcecegt aaagetacgg gacggtggan tecteaacet ggagtgtate
4441 cecegeacge ageaggteat ttaccatatg tactatatga ccecacagcet acagatgeaa
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaage ctgaagaatt gtggacagee aaaagecgtg
4561 tgcacceatt gtaaacactc cccacegige cctcagecag gatgtgtaac taaacgeeca
4621 ccagtaccac ccagactgta cetgecceet cetataccta taagacagec taacacaa

FIG. 3C
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Parvovirus B19 clone #2-B6

1 ccegecttat geaaatggge agecatctta agtgtittac tataatitta tiggtcagtt
61 ttgtaacggt fanaatgggc ggagegtagg caaggactac agtatatata geacageact
121 gecgeagctce titctitetg ggetgettit thectggact tacttgetgt titttgtgag
181 ctaactaaca ggtattiata ctacttgtta acatactaac atggagctat ttagaggget
241 gettcaagtt tettetaatg tictggacty tgetaacgat aactggtget getotttact
301 ggatttagac acttetgact gggaaccact aacteatact aacagactaa tggeaatata

361 cttaagcagt gtggettcta agettgactt tactggpegg ceactageag getgctigta
421 cttftitcan gtagaatgta acaaatttga agaaggetat catatteatg tggttattgg

481 ggggecaggg ttasacceca gaaaccteac agtptgtgta gagggptiat ttaataatgt

541 actttatcac cttgtanctg aaaatctgaa getaaaattt tigceaggaa tgactacaaa

601 aggcaaatac tttagagatg gagageagtt tatagaaaac tatttaatga ananaatacc
. 661 titanatgtt gtatggtate ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttctge

721 tacttttaga aagggagcett gecatgecaa gaaaccecge atcaccacag ccataaatga

781 tactagtact gatgetgggg agtetagegg cacaggggea gagetigtee catttaatgp

841 gaagggaact aaggctagea taaagtitca aactatggta aactggttgt gtgaaaacag
- 901 agtgtttaca gaggataagt pgaaactagt tgactttaac cagtacactt tactaagcap

961 tagtcacagt ggaagtittc anattcaaag tgeactaaaa ctageaattt ataaageaac
1021 taatttagtg cctactagea catttttatt geatacagac tttgageaag ttatgtgtat
1081 taaagacaat anaattgtta aattgttact ttgtcanaac tatgaccece tattagtggg
1141 geageatgtg ttaaagtgga tigataaaaa atgtggeaag aaaaacacac tgtggttita
1201 tggaccgeea agtacaggga aaacazactt ggeaatggec attgetaaaa gtgttecagt
1261 atatggcatg gtiaactgga ataatgaaaa ctttccattt aatgatgtag caggaaaaag
1321 cttggtggte tgggatgaag gtattattaa gtetacaatt gtagaagetg caaaagecat
1381 tttagecgee caacccacea gggtagatea aaaaatgept ggaagtptag ctgtgectgg
1441 agtacccgtg gttataacca geaatggtga cattactttt gttgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgctaaag ccttaaaaga gegeatggta aagttanact ttactgtaag
1561 atgcagecct gacatggget tactaacaga ggctgatgta caacagtgpe ttacatgpty
1621 taatgcacaa agetgggace actatgaaaa ctgggeaata aactacactt ttgattteee
1681 tggaattaat gcagatgece tecacecaga cotecaaace accccaattg teacagacac
1741 cagtatcage agcagtggtg gtgaaagcetc tgaagaacte agtgaaagcea gettttttaa
1801 ccteatcacc ccaggegeet ggaacactga aacccegege tetagtacge ceateecegg

-——-—-—1861-gaccagttca-ggagaatcat-ctgteggaagteeagtitce tecgaagtty tagetgeate- - —--
1921 gtgggaagaa geettctaca cacctttgge agaceagttt cgtgaactgt tagttgpest

1981 tgattatgtg tgggacggte taaggggttt acctgtetgt tztgtpcaac atattaacaa
2041 tagtgggggs ggettgggac titgteccea tigeattaat gtaggggctt gotataatpg

FIG. 4A
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2101 atggaaattt cgagaatita ceccagattt ggtgegatgt agetgecatg tgggagettc
2161 taatcecttt tetgtgetaa cetgcanana atgtgettac ctgtetggat tgeaaagett
2221 tgtagattat gagtanagaa agiggcaaat ggtgggasag (gatgataaa titgetaaag
2281 ctgtgtatca geaatttgtg gaattitatg anaaggttac tggaacagac ttagagetta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt ctttagataa tecectagaa aacceatect
2401 ctitgtitga cttagttget cgtattanaa ataaccttaa aaactetcea gacttatata
2461 gtcatcattt teaaagteat ggacagttat ctgaccacee ceatgectta teatceagta
2521 geagtcatge agaacctaga ggagaagatg cagtattate tagtgaagac ttacacaage
2581 ctgggcaagt tagegtacaa ctacccggta ctaactatgt (gggectgge aatgagotac
2641 aagctgggce cecgeaaagt getgttgaca gtgetgeaag gatteatgac titaggtata
2701 gccaactgge taagttggga ataaatceat atacteatig gactgtagea gatgaagage
2761 tittaaaaaa tataaaaaat ganactgggt ttcaageaca agtagtaaaa gactacttta
2821 ctitaaaagg tgcagetgee cetgtggecc attttcaagg aagtitgeeg gaagtteeeg
2881 citacaacge ctcagaaaaa tacccaagen tgacttcagt taattctgea gaagecagea
2941 ctggtgeagg aggggeggec agtaatectg tgaraageat giggagigag ggggecactt
3001 ttagtgccaa ctetgtaact tgtacatttt ccagacaatt titaaticea tatgacccag
3061 agcaccatta taaggigttt tcteccgeag caagtagetg ceacaatgee agtggaaagy
3121 aggcaaaggpt ttgeaccatt agtcccataa tgggatacte aaccecatgg agatatttag
3181 attttaatgc tttaaattta titttttcac ctttagagtt tcageactta attgaaaatt
3241 atggaagtat agctectgat getttaactg taaccatatc agaaattget gitaaggatg
3301 ttacaaacaa aactggageg ggggtgeagg ttactgacag cactacaggg cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacccat atgtgttagg geaaggtcaa gatactitag
3421 ccecagaact tectatitgg gtatactttc ccecteaata cgettactta acagtaggag
3481 atgttaacac acaaggaatt tetggagaca geaaaaaatt ggeaagigaa gaatcageat
3541 cttatgtttt ggaacacagt tetttteage tittaggtac aggaggtaca geaactatgt
3601 cttataagtt tectecaglg cceccagaaa atitagaggg ctgeagtcaa cactittatg
3661 aaatgtacaa ccccttatac ggateceget taggggtice tgacacatta ggaggtgace
3721 caaaatttag atctitaaca catgaagacc atgeaattca gecccaaaac tteatgecag
3781 ggccactagt aaactcagtg tetacaaagg agggagacag ctetagtact ggagetggaa
3841 aagccitaac aggecttage acaggtacct cteaasacac tagaatatee ttacgeeety
-3901 ggccagtgte tcagecgtac caccactggg acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctca tgpgteagace acttatggta acgetgaaga caaagagtat cagcaaggag
4021 tgpgtagatt tccaaatgaa aaagaacage taaaacagtt acagggttta aacatgeaca
-4081-cctactitec-caataaagga-acceageaat-ntacagatea-aattgagege ccectantpg—-
4141 (ggpttctgt atggaacaga agageecttc actatgaaag ccagetgtgg agtaaaattc
4201 caaatttaga tgacagtitt anaactcagt ttgcagectt aggaggatgg getttgeate
4261 agccaccetee tcaaatattt ttaaaaatat taccacaaag tgggccaatt ggagptatta

FIG. 4B
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4321 astcaatggg aattactacc tiagttcagt atgeegtggp aattatgaca gtanceatga
4381 catttaaatt ggggeeccgt aaagetacgg gacggtggaa tecteaacct ggagtetate
4441 ccccgeacpge ageaggteat ttaccatatg tactatatga ceccacaget acagatgean
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaage ctgaagaatt gtggacagee anaagecgte
4561 tgcacccatt gtasacacte cccacegtge cetcagecag gatgtgtaac taaacgecca
4621 ccagtaccac ccagactgta cctgececct cetataccta taagacagee taacacaa

FIG. 4C
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Clonc B1-NS1 single stranded DNA sequence:

amctcﬂcgaaqaaaacaaaatggagcmmagaggggtgcucaagmwcmuctggactgtgctaacgataactggtggtgctctt
taciggatitagacacttctgactgggaaccactaacteatactascagactantgpeantatacttaageagtgtegctictangctigacttta
ctgggeggceactageaggptgctigtactitittcangtagaatgtaacaaatitgaagaaggctatcataticatgtggtiattgggegpcca
gegttaaacceccagaaaccicacagtgtptatagaggpgtiatitaataatgtactitatcaccitgtaactgaaaatciguagetaaantttttge
caggaatgactacasaaggcaaataciitagagatggagagcagtitatagaaaactatitaatgaaaaanatacctitanatgttgtatgptet
gttactaatatipatggacatatagatacctgtattictgctacttitagaaagpgagcttpccatgecasgaaaccecgeatcaccacagecat
anatpatactagtactgatgeiggegagtctagcggeacaggggcagaggitgtgecatitaatgggasgggaactaaggetageatanag

aasccaccccaattgtcacagacaccagtatcageageagtggigrigassgeicigaagaacteagtgaangeagettitttaacetcatca
ceccaggegectggaacactgaaaccecgegetclaglacgeocatcccegggaccagticaggagaatcatetgloggaageecagtttc
clecgaagttgtagctgeatcgtgggaagaagectictacacaccitiggeagaccagtitogtgaaciptiaptiggggttgattatgtgtegg
acggigtaagggetitacctgtetptiptgtgcaacatatiaacaatagtggeggaggctigggactitgiceccatigeattaatgtaggpgct
tggtatastggatppaaatiicgagaatttaccecagatitggtgcgatgtagctgocatgtgggagetictaateoctittctgtgctaacctgea
aaaaatgtgctiacctgtctggatigeaaagcotttgtagattatpagtaapgicgacatacte

FIG. 5A *

Clone B1 NS ‘amino acid sequence:

MELFRGVLQVSSNVLDCANDNWWCSLLDLDTSDWEPLTHTNRLMAIYLSSVAS
EKLDFIGGPLAGCLYFFQVECNKFEEGYHIHVVIGGPGLNPRNLTVCVEGLFNNVLYHLVT
ENLELEFLPGMTTKGKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHIDTCISATFRKGA N
CHAKKPRITTAINDTSTDAGESSGTGAEVVFFNGKGTKASIKFQTMVNWLCENRVFTEDK
WEKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLAIYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVMCIKNNKIV
KLLLCONYDPLLVGQHVLKWIDKKOGKKNTLWFYGPPSTGRTNLAMAIAKSVPVYGMVNW
NNENFPFNDVAGKSLVYVWDEGIKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT

e . _SNGDITFVVSGNETTIVHAXK ALKERMVK UNFIVRCSPDMGLLTRARVQOWLTWCNAQSWD __
HYENWAINYTFDFPGINADALHPDLQITPIVTDTSISSSGGESSEELSESSFFNLITPGA
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEAFYTPLADQFRELLVGVDYVWDG
VRGLPVOCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGAWYNGWEFREFTPDLVRCSCHVGASNPFSVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE

FIG. 5B
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B1 VP singte stranded DNA sequence:

atactcangctiacanascasnaigagtasagasngiggcassigaiggganngigatgatasatitgctanngotytgtatcageantitgtpgaatitta
tgannagrtiacigpaacagactiagagctiattcanstatinanagntcatiatastatitctitagataatcecctag
sasacccatectoitigtitgacttagitgctogiattanaaatancotisansacteiccagacttatatagtcatcat
titcanagtcatgpacagtinicigaccacecccatgoctinteatecagtageagtcatgcagaacctagaggagaaga
tgcagtattatctagtgaagactiacacaagectgpgcasgitagegtacanciaccggtaciasciatptigggocty
gcaatgagctacaagotgggoccoegcangtacighgacagtgctgoanggaticatgactitaggtatagocsacty
gotaagiigggaataantceatatactcatiggactgtageagutgasgagctitisanantatasassalgaascigs
glitcangcacasgtagtansagsciactiiactitasaaggigcagcigooccigiggoccatitcaaguagtitge

. @gmmﬂmmmmmmnchwgggmglg
mepuummmmwwm

giatpgaacagasgagoccticactatganagecagetgtggagtanaaticcanatitagatgacagtittanaactca
gttigeagecitappapgeatpgpptitpeatcagecaceicoicaaatatiftiananatatiaccacazagtgggecaa
tiggaggtatinaatcastgppaattactacctiagitcagtatgccgtgpgantiatgacagtaaccatgacatitana
tiggegceocgtaaagotacggpacggiggaatecicaacelggagiglateccecgeacgeageaggteatitaccata
tgtactataigaceccacagetacagatgcasaacaacaccacagacatggataigaraagectgaagastigtpgacag
ccaanagecgtptacacccatigtaagtegacatactc

FIG. 6A

B1 VP1 amino acid sequence:

MSKBSGEWWESDDEFAKAVYQQFVEFYEKVTGTDLELIQILKDHYNISLDNPL
ENPSSLFDLVARIKNNLKNSPDLYSHHFQSHGQLSDHPHALSSESSHARPRGEDAVLSSE
DLHKPGQVSVQLPGTNYVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAKLGINPYTHWTV
ADEBELLXNIKNETGFQAQVVKDYFTLKGAAAPVAHFQGSLPBVPAYNASEKYPSMTSVNS
ABASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHHYKVFSPAASSCHN
ASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGSIAPDALTVTISE]
AVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQUQDTLAPELPIWVYFPPQYAY

GISGD KK LASEESAFYVEEHS SFQLLGTGGTATM SYKFPPVPPBHLEGGS- — — — e — -

QHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPXFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKEGDSSS
TGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDEKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKE
YQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNMHTYFPNK GTQQY TDQIBRPLMVGSVWNRRALHYESQL
WSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSMGITTLVQYAVGIM
TVIMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQHHRHGYEKPEELWT
AKSRVHPL

FIG. 6B

337901
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B1 VP2 gingle stranded DNA sequence:

atactcaagcitacasaacaasatgacticagtmattctgeagangocageactygtgcagEsgRERERREcagtaatoctgignanageatgtggagteagppppe
cacttttagtgccanctctgtaactigtacatiticcagacasttittasticcatatgacceagagcaccatt
ataaggtgtitictcccgecageragtagetgocacaatgecagtggasagpapgcanaggtitgcaccattagteceata
atgggatactcaaccecatggagatatttapattitastgcittasatitatttitticacctitagagiticageactt
asttgansatntggangtatageicotgatgetiteactgtaaccatnicagaaatipeigtinaggatgitacggaca
sascippagerepEpipcaggtiactgncagcactacagggogectatgeatptinptagaccatpantataagticeca
tatglgttagppcanggicangatactitegocccagasciicetatitppptatactiiccccctenatacgctinctt
sacagtaggagstgtiaacacacaaggaatitctggagacagcasnasatiggcanptgaagastcageattitatptet

{ggaacacagtictiticagctiitapgtaca,

asiitagagpgctgcagtcaacactitiatgnantpiacancecciatacggatoocgoltaggEaticotgacacatt

mgacatggahtgungmlgnguﬁgtggaugcmaagccgtgtgcamﬂgﬂagwgaumm

FIG. 7A

B1 VP2 amino acid sequence:

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPERH
YKVFSPAASSCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGS
IAPDALTVTISBIAVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFY VLEHSSFQLLGTGGTATMSYK
FPPVPPENLRGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPOQNFMPGPL
VNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQP YHHWDTDEKYVTGINAIS
HGQTTYGNAEDKEYQQGVGRIPNEKEQLEQLOQGLNMHTYFPNRKGTQQYTDQIBRPLMVGS
VWNRRALHYBSQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM
GITTLVQYAVGIMTVIMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHEPYVLYDFTATDAXQH
HRHGYEKPEELWTAKSRVHPL

FIG. 7B

206 -
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B6 NS1 single etranded DNA sequence:

atactcttcgaacaaaacaaaatggagctatitagaggggtgeticaagtitcttctaatgtictgpactgtgctancgataactggigatecictt
tactgpatitagacacttctgactgggaaccactanctcatactaacagactaatggcaatatacttaageagtgtggetictaageitgactita
ctggggpgecactageaggptgctiptactitttcaagtagaatgtaacaaatitgaagaaggctatcataticatgtggtiatigggpgpeca
gggttaaaccceagaaacctcacagtgtetgtagaggpptiatitaataatgtacittatcaccitgtaactganaatctgaagetasaattittpe
caggaatgactacaaaaggcaaatactiiagagatggagageagtitatagaasactatttastgasaaaaatacctitanatgtigtatgptot
gitactaatattgatggacatatagatacctgtatttctpctacttttagaaagggagetigecatgccaagaaaccecgeatcaccacagecat
aaatgatactagtactgatgetggggagtctageggeacaggpgeagaggtigtgecattiaalgggaaggpaactaaggetageatanag
tttcanactatggtanactggtigtgtganancagagiptitacagaggataagtgganactagttpactitaaccagtacactitactaagcagt
agicacagtggaagtittcaaaticaaagtgcactasaactagcantitataaageaactaatitagtgectactageacattitatigcatacag
acttigagcaagttatgtotattaaagacaataaaatigtiaaatigttactitgtcasaactatgaccocctattagtpgggcageatgtottasag
Mmtﬁuwwmgmmumﬂggmtggmgm

ccaggcgeciggaacactgaaaccecgegetetagtacgoccatecocggpaccagitcaggagaatcatetgteggaageccagtitoc

tecgaagtiptagctgoategtgggaagaagectictacacacctitggeagaccagtitcgigaactgitagtigggptigattatgtgtagea
cggtgtaagggptitacctgtotgtigtptgcaacatatizacaztagtgggggageciipggactitgiceccattgealtaatgtaggggott

ggtataatggatgsanatitcgagaatitaccecagatitgglgegatgtagetgecatgtgggagcetictaateectittetgigetaaccigea
aaaaatgtgctiacctgtctggattgcaaagctitgtagattatgagtaagtcgacatactc

FIG. 8A

B6 NS1 amino acid sequence:

MELFRGVLQVSSNVLDCANDNWWCSLLDLDTSDWEPLTHTNRLMAIYLSSVAS
KLDFTGGPLAGCLYFFQVECNKFEEGYHIHVVIGGPGLNPRNLTVCVEGLFNNVLYHLVT
ENLKLKFLPGMTTKGKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHIDTCISATFRKGA
CHAKKPRITTAINDTSTDA GESSGTGAEVVPFNGKGTKASIKFQTMVNWLCENRVFTEDK
WKLVDFNQY TLLSSSHSGSFQIQSALKLAIYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVMCIKDNKIV
KLLLOQNYDPLLVGQHVLEWIDKKOGKKNTLWFYGPPSTGRKTNLAMAIARSVPVYGMVNW
NNENFPENDVAGKSLVVWDEGIKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT
SNGDITFVVSGNTTTTVHAKALKERMVKLNFTVRCSPDMGLLTEADVQQWLTWCNAQSWD

____ HYENWAINYTFDFPGINADALHPDLQTTPIVIDTSISSSGGESSRRLSESSFFNLITPGA _ _  _ _ _ _  _
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEAFYTPLADQFRELLVGVDYVWDG
VRGLPVCCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGA WYNGWKFREFTPDLVRCSCHVGASNPFSVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE

FIG. 8B
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B6 VP1 single stranded DNA sequence:

amtcmmwmmmMggmggHgmmmmgmmg
gaﬁﬂatguuggﬁadggmgacﬁagagcmaumagmumcumgmmmgammm
ctettigtitgactiagttgctogtattanaaataaccttaaaaactctccagacitatatagtcatcatittcaaagtcatggacagttatetgaccac
ccccatgecitatcatecagtageagtcatgeagaacctagaggagaagatgeagtattatctagtgaagactiacacaagectgggceaagtt
QGWWWMWMWWMMM

AdULIR IR mtgmg

wmwmmmmmmmmgmmmmm

umgmaggagaggmagpcmmggocuagmwmmngummmm
gecglaccaccactgggacacagatanatatgtcacaggaatasatgecattictcatggtcagaccactiatggtaacgctpaagacaaag
agtatcagtaaggagtgpgptapgatticcaaatgaanangancapctaaancapttacagggtitaaacatgcacacctactttcecaataaag
gaacccagcasatatacagatcaaatigagcgeccectaatggtpggticigtatggascagasgageccticactatgaaagecagelgigs
agtaaaaticcaaattiagatgacagiittaaaacicagittgcagecitaggaggaigapptitpeatcagecaccicctcanatattCitasan
atattaccacaangigggccaa ttggaggtatiaaatcaatgpgaatiactacctiagttcagtatpecgtgggaattatgacagtaaccatga
catitasaitggggecccgtanagetacgggacggtggaatectcaaciggagtgtatccoccgcacgeageaggtcaltiaccata tgta
clatatgaccocacagoiacagatgcasaacaacaccacagacatggatatgenaagect gaagaattgtggacagecasangeopt gig
cacceg_ttgtaagtcgacm::tc -

FIG.9A .
B6 VP amino acid sequence:

MSKESGKWWESDDEFAKAVYQQFVEFYEKVTGTDLELIQIKDHYNISLDNPL
ENPSSLFDLVARIKNNLKNSPDLY SHHFQSHGQLSDHPHALSSSSSHAEPRGEDAVLSSE
DLHKPGQVSVQLPGTNYVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAKLGINPYTHWTV
ADBELLKNIKNETGFQAQVVEDYFTLEGAAAPVAHFQGSLFEVPAYNASEKYPSMTSVNS
AEBASTGAGGGGSNFVKSMWSEGATFSANSVTCIFSRQFLIPYDPEHHYKVESPAASSCHN
ASGEEARVCTISPIMG Y STPWEY LOFRALNE FESFLEFQHRLIEN Y GSTAPDALTVTISEL
AVEDVINKTGGGVQVTDSTTGRLCMLYDHEYKYPYVLGQGQDTLAPELFIWVYFPPQYAY
LTVGDVNTQGISGDSKRLASEESAFYVLERSSFQLLGTGGTATMSYKFPPVPPENLEGCS
QHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKBGDSSS
TGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKE
YQQGVGRFPNEKEQLKQLOQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQIERPLMVGSVWNRRALHYRSQL
WSKIFNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSMGITILVQYAVGIM

TVTMIFELGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQHHRHGYEKPERLWT
AKSRVHPL

FIG. 9B
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B6 VP2 single stranded DNA sequence:

stactcangcitscasancaasatgucticagtinatictpCagasgocagCactyRicaggagRgRERRECagtnatoctyigannageatziggagtaepgagpe

cactittagtgccaactcigtaactigtacatiticcagacantittiaaticeataigacceagageaceatt
ataaggtgtiticiccogeageaagtagotgocacanigecagiggansggaggoasagptigeaccatiagioccata
algggatacicaaccccatggagatatitagattitaatgctitanatitatttititcacctitagagtticagcactt
aattgrassitatggaagtatsgciccigatgetitacigtaaccatatcagaisitgelgttaggatgtincanaca
anacigeaggagggEipcaggtiactgacagcactacagggegoctatgentytiagtagaccatgaatataagtacccs
tatgigtingggcaaggtcangaiactitageeccagaacticotattigggiatactitccocetcantacgcttactt
aacagtaggagaigtiaacacacaaggaatticiggagacagcasanaatigpoangigasganicagcattitatgtet
(ggancacagtictiticagctittaggtacaggaggtacagcanciatgicitataagtitcoiccagtgeccocagas

acagacatggatatganangectgasgaatiglgpacagocantagecgigtgoaccostigtagtogacatacte
FIG. 10A

B6 VP2 amino acid scquence:

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHH
YKVFSPAASSCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYVLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGS
IAPDALTVTISBIAVEKDVINKIGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYE YPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFY VLEHSSFQLLGTGGTATMS YK
FPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPRFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPL
VNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQP YHHWDTDKYVTGINAIS
HGQTTYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKEQLKQLQGENMHTYFPNKGTQQY TDQIERPLMVGS
VWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFR TQFAALGGWGLHQPPPQIFLXILPQSGPIGGIKSM
GWEVQYAVGM‘VTMTFKIEPR.KATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTA'H)AKQH
HRHGYBKPEELWTAKSRVHPL

FIG. 10B
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CH80-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttacittaaaaggtgcagetgeceetgtggeccatittcaaggaagtitgec
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacceaageatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagegeggggcagtaatectgtiaaaagcatgtgpagtgagppggccacttttagtgecaact
ctgtaacttgtacattticcagacagttittaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttitcteccgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggittpcaccattagteccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattitaatgctttaaattigittttttcacctttagagtttcageatttaatigaaaact
atggaagtatagctcctgatgctuaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggggagtacaagﬂactgacagcactaccgggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag :

FIG. 11A

CHS1-3

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactitacittaaaaggtgcagctgeccetgtggeccattticaaggaagtttgec
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacucagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggagggepgggcagtaatectgitaaaageatgtpgagtgaggepeccactttiagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgitttcgecegea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatacttagattttaatgctitaaatitattitittcacctitagagtticagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaatigetgtiaaggatpttacgpacaaaactg

gagggggeptegcaggtiactgacageactacaggpcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11B
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B19SCL1-4

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa

. gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccattticaaggaagtttgec
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacticagttaattctgecagaagecagceac
- tggtgeaggaggggggggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggccactittagtgecaac
fctgtaacttpgtacattitccagacaatttitaaticcatatgacccagagceaccattataagptgtittctcecgea
gceaagtagetgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatitttitcacctitagagtttcageacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgitaaggatgitacggacaaaactg
gagggggeptgcagpttactgacageactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttag ggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11C

B19SCL2-1

ataaatccatatactcattgpactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
pcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcapctgecectgtggcccattitcaaggaagtitgec
ggaagttccecgcettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacticagttaatictgeagaagecageac
tggtgcaggagggggggecagtaatcetgtgaaaageatgtggagigagggppccacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacatittccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataag gigtittctecegea

gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagicecataatgggatacte
aaccccatgpagatatttagatittaatgctitaaattiatititticacctitagagtttcagcacitaattgaaaatt

atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg
gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11D
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B19SCL3-1 )
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggcccatittcaagiaagtttgce
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggaggegggegcagtaateetgtgaaaagcatgtpgagtgaggpgaccacttitagtgecaac
tctgtaacttgtacattitccagacaatttitaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcccgea
gcaagtagcetgccacaatgecagtggaaaggaggceaaaggittgeaccattagteccataatgggatactc
aaccccatggapatatttagattttaatpctttaaatttattittttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaatigetgtiaagpatgttacggacaaaactg
gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaammagtac
ccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11E

B19SCLA4-3 _

ataaatccatatactcatiggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcadaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgoccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggagggpggggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgaggppeccacttitagtgccaac
tctgtaacttgtacattitccagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtetttictcccgea

gcaagtagetgecacaatgecagiggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagtcceataatgggatacte

- aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatitttttcacctttagagtticageacttaattgaaaatt

atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaamaagtac
ccatatgtgitagggcaapggtcaggatactttag

FIG. 11F

337901
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B19SCLS-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactggptitcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccatiticaaggaagtitgec
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagegpeggecagtaatectgigaaaageatgtpgagigaggegeccacttitagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttitaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgtttictccegea
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagicccataatpggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaattiattttittcaccittagagtitcagcacttaatigaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg
gaggggegegtgcaggttactgacagcactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagpgcaaggtcaggatactitag

FIG. 11G

B19SCL6-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctttiaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitca
agcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagcetgccectgtggeccatittcaaggaagtttge
cggaagttcccgcttacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaatictgecagaagecagea
ctggtgcaggagpepgeegpcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgageegeccactittagigecaa
ctctgtaacttgtacattitccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtttgcaccattagtcccataatggpatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattttittcacctitagagtticagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgitacgpacaaaact

gpagpgpggegtecagptiactgacageactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggocaaggicaggatactttag

FIG. 11H
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29/38

B19SCL7-3

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatatasaaaatgaaactgggttica
- agcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagctgecectgtggeccatittcaaggaagtitge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgecagaagecagea
ctggtgeaggagppggpgpcaglaateetgtgaaaagcatgtggagtgagggppccactittagteccaa
ctetgtaacttgtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgtttictceege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatattiagattttaatgetitaaattiatittittcacctttagagtitcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgctgttaagpatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta .

cccatatgtgttagggcaagptcaggatactitag

FIG. 111

B19SCLS8-2
ataaafccatatactcatiggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagticcegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictpeagaagecagea
ctggtgcaggaggegegggcagtaatectgtgaaaageatgigpagtgaggeggccacttitagtgccaa
ctcigtaacttgtacattttccagacaattittaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgtttictcecge
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggptttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggapatatttagettitaatpctttaaatitattitttticacctitagagtticageacttaattpaaaat

tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagegegegtgeaggtiactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagpggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11J
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30/38

B19SCL9-1
ataaatccatatactcattggactgtapcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccetgtggeccattitcaaggaagtttge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticaattaattctpcagaagecagea
ctggtgcaggagggggggecagtaatcctgtcaaaageatgtgpgaptgagggggecactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattticcagacagtttttaaticcatatgacccagagceaccattataapggtgttitcteceg
cagccagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcceataatgggatac
tcaaccccatggagatatttagatittaatgcetitaaatttatttttttcaccttitagagtitcagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaac
tggagggggggtgcaggttactgacagcactncagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgttapgocaaggtcaggatactitag

' FIG.11K

B19SCL9-9
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactitaaaagptgcagctgeccetgtggeccatttticaaggaaptitge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggaggpgepeocagtaatcctgtgaaaageatgtggagigageppeccactittagtgccaa
ctetgtaacttgtacatittccagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttitciceege
agcaagtagctgecacaatgecagiggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttattittttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgitaageatgitacggacaaaact

geagggggggtgcaggtiactgacageactacagggegcectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatacttiag

FIG.11L
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B19SCL10-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatatanaaaatgaaactggetttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccatiticaaggaagtttge
- cggaagttcccgeliacaacgcctcagaaaaatacccaagceatgacticagttaattctgcagaagecagea
ctggtgeagpagpgggegcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgaggggeccactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatititaattccatatgacccagageaccattataaggtgtttictcecge
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtttgcaccattagteccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgetttaaatttatttttttcacctitagaptttcagcacttaattgaaaat
. tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
Bgaggeggpetgcaggttactgacageactacagggcgectatgcatgtiagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11M

B19SCL11-1
atasatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagctgeceetgtggeccattticaaggaagtttge
cggaagttccecgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacticagttaatictgcagaagecagea
ctggigcaggagegegggecagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggegccactittagtgecaa
ctctgtaactigtacattitccagacaatttttaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttitctcecge
agcaagtagctgcecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctttaaatttatittittcacctitagagtitcagcacttaattgaaaat
tatpeaagtatapctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgctgttaagpatpttacggacaaaact :

ggaggggggptgcagptiactgacagcactacaggpgcpcctatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpcaaggptcaggatactitat

FIG. 1IN
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B19SCL12-1 :
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcititaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgecectgtgpcccattitcaaggaagtttec
cggaagttcccgcttacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgecagaagecagea
ctpgigcagpaggggggggcagtaatecigicaaaageatgigpagtgagagpgccacititagtgecaa
ctctgtgacttgtacattttccagacagtttttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgttttcicecg
cagcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtccgataatgggatac
tcaaccccatggagatatttapattttaatgcittaaatttatttititcacctitagagtttcagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattpctgtiaaggatgttacagacaaaact
ggagggggggtgcaagttactgacageagtacagggcegcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cecatatgtptiapggcaaggtcaggatactitag

FIG. 110

B19SCL13-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgppttica
agcacaagtagtaaaagactactitactitaaaaggtgcapctgecectgtggeccattiicaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgcectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecagea
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtg_gagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtgcattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccg
cagcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggagpgcaaaggttigcaccatiagtcccataatggpatac
tcaaccccatggagatatttagattitaatgetttaaatttatitttticacctitagagtttcageacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgetitaacigtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacgpacaaaac

tegagegppepptgcaggttactgacagcactacagggegectatgeatgtiagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgtiagggcaaggicaggatacittag

FIG.11P
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B19SCL14-1 _
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattitcaaggaagtitge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgeagaagecagea
ctggtgcaggagggegggEcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggccactittagtgccaa
ctetgtaacttgtacattttccagacaattittaattccatatgacccagagceaccattataaggtpttitctcccge
agcaagtagctgeccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccatiagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatitatittittcacctitagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagcicctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaageatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcacmcagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Q

B19SCL15-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggttica
apcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagctgcccetgtggcccattticaaggaagtttge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgeagaagecagea
ctggtgcaggaggggegegcagtaatcetgigaaaageatgigpagtgagegggccacitttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattticcagacaatttitaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtittctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctttaaatttatitttttcacctttagagtticagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

337901

ggagggeppotocaggttactgacageactacaggpcgectatgeatgtiagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11R
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B19SCL16-2 :
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctiitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattticaaggaagtitge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecagea
ctggtgcaggaggpegegecagtaatectgtgaaaagcatgtggagtgaggggpccactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattticcagacaatttitaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttitctcccge

agcaagtagctgocacaatgecagtggaaaggaggcaaaggittgcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctitanatttattititicacctttagagtttcagcacttaattgaaaat

tatggaagtatagctcctgatgettiaactgtaaccatatcagaaattgetgtiaaggatgttacggacaaaact |

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgtlagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggicaggatactttat

FIG. 118

B19SCL1'7-1
ataaatccatatacttattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccatittcaaggaagtitge
cggaagticcegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgactteagttaatictgcagaagccagea
ctggtgcaggaggegegegcagtaatectgigaaaageatgtggagtgaggggpccacttttagtgecaa
ctcigtaacttgtacattticcagacaattttiaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttitctcccge
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggttigcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatitatttitttcacctttagagtticagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagpgpooptocaggttactgacagcactacagppcpcctatgcatpttagtapaccatgaatataapta

337901

cccatatgtgttagggcaaggtcaggatacttiiag

FIG. 11T
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B19SCL18-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccatittcaaggaagtttge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgecagaagecagea
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatitttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttetcecge
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaagpagpcaaaggtitgcaccattagteecataatgggatact
caaccccatggagatatttapgatittaatgctitaaattiatitititcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcastacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaamtaagta
cccatatgtgttagggcaagptcaggatactttag

FIG. 11U

BI19SCL19-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittagaaaatataaaaaatgaaactgggtitca
agcacaagtagtaaaagactacittacittasaaggtgcagctgecectgtggeccatittcaaggaagtttgc
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgeagaagecagea
ctggtgcaggagegegegacagtaatecigigaaaagcatgtpgagtgagggggccactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttitaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttcteccge
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctitaaatitatitttttcacctttagagtitcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgotttaactgtaaccatatcagaaattigetgitaagpatgttacggacaaaact

ggaggegpgpgtecaggtiactgacageactacagggegectatgeatgttagtapaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggecaaggtcaggatactitag

FIG. 11V

337901
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B19SCL20-3 ‘
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaanatataaaaaatgaaactgggtttca

agcacaagtagtaaaagactactitactttasaaggtgcagetgeccetgtggeccatittcaaggaagtitge -

cggaagiicccgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaatictgcagaagecagea
ctgptgcaggagpgggeggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagappeccacttitagtgccaa
ctetgtaacttgtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgtitictccoge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgeaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatitatttititcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagcicctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggltactgacagcact&cagggcscctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagpgpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11W

B19SCL21-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctiitanaaaatataaaaaatpaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagctgecectgtggceccattttcaaggaaptttpc
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgcagaagecagea
ctggtgeaggagpppegggcagiaatcetgligaaaageatgtggagtgagppggecactittagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttitctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggagpcaaaggtitgeaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattitaatgctitaaatitatttitticacctitagagtitcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctpatgctitaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactitag

FIG. 11X

337901
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B19SCL22-11
ataaatccatatactcattgpgactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtitca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattttcaaggaagtttpe
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacticagttaatictgcagaagecagea
ctggtgcgggaggeggggecagtaatcctgigaaaageatgtgpagtgagggggccactittagtgccaa
ctetgtaacttgtacattttccagacaatttitaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcceataatgggatact
caaccccatggagatattiagattttaatgctitaaatttattittttcacctitagagtitcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
ggaggesgeetgcaggtactgacageactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgitagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Y

B19SCL2-14
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactggptttca
agcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtpgcagctgcecctgtggeccattitcaaggaagittge
cggaagticccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagtiaatictgeagaagecagea
ctggtgcaggaggeggggecagtaatecigigaaaagcatgiggagtgagggggecactittagtgecaa
ctetgtaactigtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagageaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatctagattttaatgctitaaatttattttiticaccttiagagtitcapcacitaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact
gpagppoopotocapottactpacageactacaggpcgcctatgeatgttagtagaccatgaatataagta
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cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactitag

FIG. 11Z
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<213>

<220>
<223>

<400>

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat
gaaactggqgt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaasaagg tgcagctgcec
cctgtggcee attttcaagg aagtttgccg gaagttcecg cttacaacge ctcagaaaaa
tacccaagca tgacttcagt taattctgeca gaagccagca ctggtgcagg agggggggac
agtaatcectg ttaaaagcat gtggagtgag ggggccactt ttagtgccaa ctcectgtaact
tgtacatttt ccagacagtt tttaattcca tatgacccag agcaccatta taaggtgttt
tctececegeag caagtagetg ccacaatgec agtggaaagg aggcaaaggt ttgcaccatt
agtcccataa tgggatactc aaccccatgg agatatttag attttaatgce tttaaatttg
tttttttcac ctttagagtt tcagcattta attgaaaact atggaagtat agctcctgat
gctttaactg taaccatatc agaaattgct gttaaggatg ttacagacaa aactggaggg
ggagtacaag ttactgacag cactaccggg cgcctatgca tgttagtaga ccatgaatac

1
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1

700

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: isolate CH47-26

1

aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Description of Artificial Segquence: isclate CH48-29

<400>

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg tgcagctgece
cctgtggece attttcaagg aagtttgceqg gaagttcceg cttacaacge ctcagaacaa
tacccaagceca tgacttcagt taattctgca gaagccageca ctggtgcagg agggggtgge
agtaatcctg ccaaaagcat gtggagtgag ggggccactt ttactgeccas ctetgtaact

2

700

DNA

Artificial Sequence

2

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
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tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gatttaactg

ggggtacagg

aagtacccat

<210> 3
<211> 700
<212> DNA

ccagacagtt
ctagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

atgtgttagg

tttaattcca
ccacaatqgce
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgct
cactacaggg

gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

2

tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgee

gatactttag

agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

<223> Description of Artificial Sequence: isclate CH33-2

<400> 3

ataaatcecat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtccecataa
tttttttecac
gatttaactg

ggggtacagyg
aagtacccat

<210> 4
<211> 100
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aactccatgqg
tcagcaccta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgecctatget
gatactttag

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagcigec
cttacaacgc ctcagaacaa
ctggtgcagg agggggtgge
ttactgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggqg
tgttagtaga ccatgaatac

<223> Description of Artificial Sequence: isclate CH33-3

<400> 4

ataaateccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatittt
tetecegeag
agtecccataa
ttttttteac
gatttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 5
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcea
ccacaatgcc
aactccatgg
tcagecaccta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

«223> Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagea
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcetatgece
gatactttag-

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgec
cttacaacgc ctcagaaaca
ctggtgcagg agggggtggce
ttactgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatge tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH33-4

360
420
480
540
600
660

700

60
120
180

240

300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700
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<400> 5

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece

tacccaagca
agtaatcctg

tgtacattit
tcteecgeag
agtcccataa
tttttttecac
gatttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 6
<211> 100
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg

tgacttcagt
ccaaaagcat

ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacaqg
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa

aagtttgccg

taattctgea
gtyggagtgag

tttaattcca
ccacaatgcce
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgct

cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 6

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteceegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactyg

ggggtacagyg
aagtacccat

<210> 7
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccaggcagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatec
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceyg
taattctgea
gtggagtgag
tttaatteca
ccacaatgcc
aacccecatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggyg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 7

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecee
tacccaagca
agtaatectg
tgtacatttt
tctceegeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> B

atactecattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgee
aaccccatgg
tcagcactitta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg

gaagccagca
ggggcecactt

tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgece
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgcea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttececg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcc
cttacaacgc ctcagaaaaa

ctggtgcagg agggggtggc
ttactgccaa ctctgtaact

agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaattta
atggaagtat agctectgat
ttacagacaa aactggaggq
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH42-7

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgec
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg aggggggggc
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaattta
atggaagtat agctectgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH42-18

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgece
cttacaacgce ctcagaaaaa
ctggtgcagg aggggggggc
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggqg
tgttagtaga ccatgaatac

60
120
180

240
300

360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700
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<211> 700
<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: isolate CH42-19

<400> 8

ataaateccat
gaaactgggt
cctgtggeccee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatitt
tctececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 9
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatate
ttactgacag
atgtgttaqgg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattectgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacagqgqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Seguence

<220>

<221> misc_feature

<222> (786)
<223> where

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 9

attaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 10
<211> 700
<212> DNA

'n' is A,

atacteattg
ttcaancaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccaggcagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatec
ttactgacag
atgtgttagg

T, Coxr G

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgceca
gtggagtgag
titaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcecg
gaagccagca
ggggeccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagcea
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgce
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg aggggggggc
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatge tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH46-23

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgce
cttacaacge ctcagaaaaa
ctggtgcagg agggggggge
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatge tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaqggyg
tgttagtaga ccatgaatac

<223> Description of Artificial Sequence: isclate CH1-1

<400> 10

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
5490
600
660
700

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat 60
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg tgecagectgec 120
cctgtggece attttcaagg aagtttgccg gaagttcccg cttacaacge ctcagaaaaa 180
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tacccaagea
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececgeag
agtcccataa
tttttticac
gctttaactg
dggggtacagg

aagtacccat

<210> 11
<211> 700
<212> DNA

tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

atgtgttagg

taattctgca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg

gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: isolate CH1-6

<400> 11

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcetg
tgtacatttt
tcteccgeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtacagyg
aagtacccat

<210> 12
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacitcagt
tcaaaagecat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgeceg
taatictgeca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagecactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: isolate CH2-8

<400> 12

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggeec
tacccaagcea
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececegeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtgcagqg
aagtacccat

<210> 13
<211> 700
<212> BNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagecat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgceca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattget
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

5

gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaqgy
agatatttaqg
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea

gatactitag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccecg
gaagccagca
ggggeccactt
tatgacccaqg
agtggaaagqg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcectatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceccg
gaagcecagca
ggggceactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaaqgg
cttacaacge
ctggltgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

ttittaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgeagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcectgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaaaaa
aggg9gggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecetgat

aactggaggqg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcectgat

aactggaggyg
ccatgaatat

240
300
360
420
480
540
600
660

700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
6C0
660
700

60

120
180
24Q
300
360
420
480
540
600
660
700
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<223> Description of Artificial Seguence:

<400> 13

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecc

tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagqg
aagtacccat

<210> 14
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg

tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtageca
agtagtazaa
aagtttgecg

taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaqggqg
gcaaggtcag

<213>» Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 14

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatecctg
tgtacatttt
tctececgcag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactqg

ggggtgcagyg
aagtacccat

<210> 15
<211> 699
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgeca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattget
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 15

ctaaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatecctg
tgtacatttt
tcteeccgeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactyg

ggggtacagg
aagtacccaa

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaageat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

tgtgttaggg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
caaggtcagg

6

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg

gaagccagca
ggggecactt
tatgacccaqg
agtggaaaggq
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagtteccg
gaagccagca
ggggecactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacitta
gaagttccecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaag
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgceca
atactttag

isolate

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgce

ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacagacag
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagg
ttagtgeccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggecagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

isolate CH2-10

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa

aggggggggc
ctctgtaact

taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctectgat

aactggaggg
ccatgaatat

CH2-11C

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctectgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate CH5-13

tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
agggggggge
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcactatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
699
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<210> 16
<211> 700
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: isolate CH7-22

<400> 16

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggeec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececcgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggagtacaagqg
aagtacccat

<210> 17
<211> 700
<212> DNA

gtactcattg
ttcaagcaca
atttitcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctaca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagecattta
agaaattgct
cactaccaggg

gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 17

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaattcig
tgtacatttt
tetccegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 18
<211> 699
<212> DNA

atacteattqg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
cgagtagcltyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 18

ataaatecat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagceca
gtaatcctgt
gtacattttce
ctccecgeage
gtcccataat

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaaqgqg
tgacttcagt
taaaagcatyg
cagacagttt
aagtagctgc
gggatactca

gactgtggca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgea
tggagtgagg
ttaattccat
cacaatgcca
accccatgga

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagea
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaact
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactitag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagage
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagea
gggeccacttt
atgacccaga
gtggaaaaga
gatatttaga

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcc
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg aggggggggc
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgec tttaaatttg
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH13-27

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgeco
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagy agggggggge
ttagtgctaa ctcectgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccate
attttaatgec tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aacltggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH14-33

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcc
cttacaacge ctcagaaaaa
ctggtgcagg agggggggga
tagtgccaac tctgtaactt
gcaccattat aaggtgtttt
ggcaaaqgtt tgcaccatta
ttttaatget ttaaatttat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
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tttttteacc
ctttaactgt

gggtacaggt
agtacccata

<210> 19
<211> 700
<212> DNA

tttagagttt
aaccatatca

tactgacagc
tgtgttaggg

8

cagcacttaa ttgaaaatta tggtagtata gctcctgatg 540
gaaattgctg ttaaagatgt tacagacaaa actggagggg 600

actacagggc gcctatgcat gttagtggac catgaataca 660

caaggtcagg

<213> Artificial Sequence

<220>

atactttag

<223> Description of Artificial Sequence: isoclate CH62-2

<400> 19

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tatacakttt
tctcecegeag
agtcccataa
ttttittcac
gctttaactg
ggggtacagy
aagtacccat

<210> 20
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaaqgg
tgacttcaat
tcaaaagcat
ccagacagtt
ccagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgeceg
taattctgeca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggc
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatqg
cgcctatgea
gatactttag

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcc
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg agggggggge
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatge tttasattta
atggaagtat agctecctgat
ttacagacaa aactggaggqg
tgttagtaga ccatgaatac

<223> Description of Artificial Sequence: isolate CH64-2

<400> 20

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcclg
tgtacatttt
tcgccecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 21
<211> 700
<212> DNA

atacteattg
ttcaagecaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcea
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 21

gatgaagagc
gactacttta
gaagttecceeg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatacttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcce
cttacaacge ctcagaaaaa
ctggtgeagg agggggggge
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgec tttaaattta
atggaagtat agctcctgat
ttacggacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CH67-2

699

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

ataaatccat atactcattg gactgtggca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat 60
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactactttia ctttaaaagg tgcagetgee 120
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cctgtggeccec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 22
<211> 4678
<212> DNA

attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

aagtttgccg
taattectgeca
gtggagtgag
tttaattccea
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattget
cactacaggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

9

gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaag
agatatttag
attgaaaatt
gttaaagatg
cgectatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence: 4

from parvovirus B1l9 clone 2-Bl

<400> 22

ccecgccttat
ttgtaacggt
gccgcagcte
ctaactaaca
gcttcaagtt
ggatttagac
cttaagcagt
cttttttcaa
ggggccaggqg
actttatecac
aggcaaatac
tttaaatgtt
tacttttaga
tactagtact
gaagggaact
agtgtttaca
tagtcacagt
taatttagtg
taaaaacaat
gcagcatgtg
tgggcegcecea
atatggcatg
cttggtggtc
tttaggcggyg
agtacctgtg
aacaactgta
atgcagccct
taatgcacaa
tggaattaat
cagtatcagc
cctcatcacc
gaccagttca
gtgggaagaa
tgattatgtg
tagtggggga
atggaaattt
taatceccttt

tgtagattat

gcaaatgggc
taaaatyygce
tttetttctag
ggtatttata
tecttctaatg
acttctgact
gtggcttcta
gtagaatgta
ttaaacccceca
cttgtaactg
tttagagatg
gtatggtgtg
aagggagctt
gatgctgggg
aaggctagca
gaggataagt
ggaagttttc
cctactagcea
aaaattgtta
ttaaagtgga
agtacaggga
gttaactgga
tgggatgaag
caacccaccea
gttataacca
catgctaaag
gacatggggt
agctgggacc
gcagatgcce
agcagtggtg
ccaggcgcct
ggagaatcat
gccttctaca
tgggacggtg
ggcttgggac
cgagaattta
tctgtgetaa

gagtaaagaa

agccatctta
ggagcglagg
ggctgetttt
ctacttgtta
ttctggactg
gggaaccact
agcttgactt
acaaatitga
gaaacctcac
aaaatctgaa
gagagcagtt
ttactaatat
gccatgceccaa
agtctagcgg
taaagttitca
ggaaactagt
aaattcaaaqg
catttttatt
aattgttact
ttgataaaaa
aaacaaactt
ataatgaaaa
gtattattaa
gggtagatca
gcaatggtga
ccttaaaaga
tactaacaga
actatgaaaa
tcecaccecaga
gtgaaagctc
ggaacactga
ctgtcggaag
cacctttgge
taaggggttt
tttgtcceea
ccecagattt
cctgcaaaaa

agtggecaaat

agtgttttac
caagygactac
ttcectggact
acatactaac
tgctaacgat
aactcatact
tactgggggyg
agaaggctat
agtgtgtgta
gctaaaattt
tatagaaaac
tgatggacat
gaaaccccege
cacaggggca
aactatggta
tgactttaac
tgcactaaaa
gcatacagac
ttgtcaaaac
atgtggcaag
ggcaatggcc
ctttcecattt
gtctacaatt
aaaaatgcgt
cattactttt
gcgcatggta
ggctgatgta
ctgggcaata
cctccaaacc
tgaagaactc
aacceccgegce
cccagtttece
agaccagttt
acctgtctgt
ttgcattaat
ggtgegatgt
atgtgcttac

ggtgggaaag

cttacaacgc
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtgga

tataatttta
agtatatata
tacttgctgt
atggagctat
aactggtggt
aacagactaa
ccactagcag
catattcatg
gaggggttat
ttgececaggaa
tatttaatga
atagatacct
atcaccacag
gaggttgtge
aactggttgt
cagtacactt
ctagcaattt
tttgagcaaqg
tatgaccccecce
aaaaacacac
attgctaaaa
aatgatgtag
gtagaagctg
ggaagtgtag
gttgtaagcg
aaglttaaact
caacagtggc
aactacactt
accccaattg
agtgaaagca
tetagtacgce
tecgaagtitg
cgtgaactgt
tgtgtgcaac
gtaggggctt
agctgccatg
ctgtctggat

tgatgataaa

ctcagaaaaa
aggggggggyg
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgecaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatac

.7 kbp PCR fragment

ttggtcagtt
gcacagcact
tttttgtgag
ttagaggggt
gctctttact
tggcaatata
ggtgettata
tggttattgg
ttaataatgt
tgactacaaa
aaaaaatacc
gtatttctge
ccataaatga
catttaatgg
gtgaaaacag
tactaagecag
ataaagcaac
ttatgtgtat
tattagtggg
tgtggtttta
gtgttccagt
caggaaaaag
caaaagccat
ctgtgcctag
ggaacactac
ttactgtaag
ttacatggtg
ttgatttece
tcacagacac
gcttttttaa
ccatceecqgg
tagctgecatc
tagttggggt
atattaacaa
ggtataatgg
tgggagcttc
tgcaaagctt

tttgctaaag

180
240
300
360
4290
480
5490
600
660
700

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
180
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
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ctgtgtatca
ttcaaatatt
ctttgtttga
gtcatcattt
gcagtcatgc
ctgggcaagt
aagctgggcece
gccaactggce
ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga
ccccagaact
atgttaacac
tttatgtttt
cttataagtt
aaatgtacaa
caaaatttag
ggccactagt
aagccttaac
ggccagtgtce
ccatttcteca
tgggtagatt
cctactttcce
tgggttetgt
caaatttaga
agccacctcce
aatcaatggg
catttaaatt
ceccgeacge
aacaacacca
tgcacccatt
ccagtaccac

<210> 23
<211> 4678
<212> DNA

gcaattitgtg
aaaagatcat
cttagttgct
tcaaagtcat
agaacctaga
tagcgtacaa
cccgcaaagt
taagtiggga
tataaaaaat
tgcagctgec
ctcagaaaaa
agggyggggc
ctectgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggagyyg
ccatgaatat
tecctatttagg
acaaggaatt
ggaacacagt
tcctecagtg
ccecttatac
atctttaaca
aaactcagtg
aggcettage
tcagccgtac
tggtcagacc
tccaaatgaa
caataaagga
atggaacaga
tgacagttitt
teaaatattt
aattactacc
ggggcccogt
agcaggtcat
cagacatgga
gtaaacacte
ccagactgta

gaattttatg
tataatattt
cgtattaaaa
ggacagttat
ggagaagatyg
ctacccggta
gctgttgaca
ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat
gtatacttte
tctggagaca
tcttttecage
ceccccagaaa
ggatceceget
catgaagacc
tctacaaagg
acaggtacct
caccactggg
acttatggta
aaagaacagc
acccagcaat
agagecccette
aaaactcagt
ttaaaaatat
ttagttcagt
aaagctacgg
ttaccatatg
tatgaaaagc
cececaccgtge
cctgeceect

<213> Artificial Sequence

<220>

10

aaaaggttac
ctttagataa
ataaccttaa
ctgaccaccc
cagtattatc
ctaactatgt
gtgctgcaag
atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttecagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatate
ttactgacag
atgtgttagg
ccectcaata
gcaaaaaatt
ttttaggtac
atttagaggg
taggggttce
atgcaattca
dgggagacag
ctcaaaacac
acacagataa
acgctgaaga
taasacagtt
atacagatca
actatgaaag
ttgcagecctt
taccacaaag
atgccgtggg
gacggtggaa
tactatatga
ctgaagaatt
cctcagcceaq
cctataccta

<223> Description of Artificial Sequence: 4
from parvovirus B19 clone 2-B6

<400> 23

cccegecttat
ttgtaacggt
gccgcagcte
ctaactaaca
gcttcaagtt
ggatttagac

cttaagcagt
cttttttcaa
ggggccaggg

gcaaatgggc
taaaatggge
tttetttectg
ggtatttata
tcttectaatg
acttctgact

gtggettcta
gtagaatgta
ttaaacccca

agccatctta
ggagcgtagg
ggctgetttt
ctacttgtta
ttctggactg
gggaaccact

agcttgactt
acaaatttga
gaaacctcac

agtgttttac
caaggactac
ttecctggact
acatactaac
tgctaacgat
aactcatact

tactgggggy
agaaggctat

agtgtgtgta

tggaacagac
tceccctagaa
aaactctcca
ccatgcetta
tagtgaagac
tgggectgge
gattcatgac
gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgeeg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattget
cactacaggg
gcaaggtcaa
cgcttactta
ggcaagtgaa
aggaggtaca
ctgcagtcaa
tgacacatta
gccccaaaac
ctctagtact
tagaatatcc
atatgtcaca
caaagagtat
acagggttta
aattgagcge
ccagctgtgg
aggaggatgg
tgggccaatt
aattatgaca
tcctcaacet
ccccacagct
gtggacagcc
gatgtgtaac
taagacagcce

tataatttia
agtatatata
tacttgctgt
atggagctat
aactggtggt
aacagactaa

ccactagecag
catattcatg

gaggggttat

ttagagctta
aacccatcct
gacttatata
tcatccagta
ttacacaagc
aatgagetac
tttaggtata
gatgaagagc
gactacttta
gaagttcecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag
acagtaggag
gaatcagcat
gcaactatgt
cacttttatg
ggaggtgacc
ttcatgeccag
ggagctggaa
ttacgecectqg
ggaataaatg
cagcaaggaqg
aacatgcaca
cccctaatgg
agtaaaattc
ggtttgecatc
ggaggtatta
gtaaccatga
ggagtgtatc
acagatgcaa
aaaagcegtg
taaacgcecca
taacacaa

.7 kbp PCR fragment

ttggtcagtt
gcacagcact
tttttgtgag
ttagaggggt
gctctttact
tggcaatata

ggtgcttgta
tggttattgg
ttaataatgt

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29490
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4678

60

120
ise
240
300
360

420
480
540
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actttatcac
aggcaaatac
tttaaatgtt
tacttttaga
tactagtact
gaagggaact
agtgtttaca
tagtcacagt
taatttagtg
taaagacaat
gcagcatgtg
tggaccgecea
atatggcatg
cttggtggtc
tttaggcggy
agtacccgtyg
aacaactgta
atgcagcect
taatgcacaa
tggaattaat
cagtatcagc
cctcatcacc
gaccagttca
gtgggaagaa
tgattatgtg
tagtggggga
atggaaattt
taatccecettt
tgtagattat
ctgtgtatca
ttcaaatatt
ctttgtttga
gtcatcattt
gcagtcatgc
ctgggcaagt
aagctgggec
gccaactggce
ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgecagg
ttagtgeccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacaaacaa
tgttagtaga
ccccagaact
atgttaacac
tttatgtttt
cttataagtt
aaatgtacaa
caaaatttag
ggccactagt

aagccttaac
ggccagtgte
ccatttctca
tgggtagatt
cctactttce

cttgtaactg
tttagagatg
gtatggtgtyg
aagggagcett
gatgctgggg
aaggctagca
gaggataagt
ggaagttttc
cctactagca
aaaattgtta
ttaaagtgga
agtacaggga
gttaactgga
tgggatgaag
caacccacca
gttataacca
catgctaaag
gacatggggt
agctgggacc
gcagatgecec
agcagtggtyg
ccaggcgcecet
ggagaatcat
gccitctaca
tgggacggty
ggcttgggac
cgagaattta
tctgtgetaa
gagtaaagaa
gcaattigtg
aaaagatcat
cttagtigct
tcaaagtcat
agaacctaga
tagcegtacaa
cccgcaaagt
taagttggga
tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctcigtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat
tectatttgg
acaaggaatt
ggaacacagt
tcetecagtg
cccecttatac
atctttaaca
aaactcagtg

aggccitage
tcagccgtac
tggtcagacc
tccaaatgaa
caataaagga

aaaatctgaa
gagagcagtt
ttactaatat
gccatgecaa
agtctagcgg
taaagtttca
ggaaactagt
aaattcaaag
catttttatt
aattgttact
ttgataaaaa
aaacaaactt
ataatgaaaa
gtattattaa
gggtagatca
gcaatggtga
ccitaaaaga
tactaacaga
actatgaaaa
tccacccaga
gtgaaagcte
ggaacactga
ctgtcggaag
cacctittgge
taaggggttt
tttgtcccca
cceccagattt
cctgcaaaaa
agtggcaaat
gaattitatg
tataatattt
cgtattzaaa
ggacagttat
ggagaagatyg
ctacccggta
gctgttgaca
ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceegqeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg
ggggtgcaqqg
aagtacccat
gtatactttc
tctggagaca
tettttecage
ccccocagaaa
ggatcccget
catgaagacc
tctacaaagg

acaggtacct
caccactggg
acttatggta
aaagaacagc
acccagcaat

11

gctaaaattt
tatagaaaac
tgatggacat
gaaaccccgoe
cacaggggca
aactatggta
tgactttaac
tgcactaaaa
gcatacagac
ttgtcaaaac
atgtggcaag
ggcaatggee
ctttcecattt
gtctacaatt
aaaaatgecgt
cattactttt
gcgcatggta
ggctgatgta
ctgggcaata
cctccaaace
tgaagaactc
aaccccgege
cccagtttce
agaccagttt
acctgtctgt
ttgcattaat
ggtgcgatgt
atgtgcttac
ggtgggaaag
aaaaggttac
ctttagataa
ataaccttaa
ctgaccaccc
cagtattatc
ctaactatgt
gtgctgcaag
atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg
cccctcaata
gcaaaaaatt
ttttaggtac
atttagaggg
taggggttcc
atgcaattca

dagggagacag

ctcaaaacac
acacagataa
acgctgaaga
taaaacagtt
atacagatca

ttgccaggaa
tatttaatga
atagatacct
atcaccacaqg
gaggttgtge
aactggttgt
cagtacactt
ctagcaattt
tttgagcaag
tatgaccccc
aaaaacacac
attgctaaaa
aatgatgtag
gtagaagctg
ggaagtgtag
gttgtaagceg
aagttaaact
caacagtggc
aactacactt
accccaattg
agtgaaagca
tctagtacge
tcecgaagttg
cgtgaactgt
tgtgtgcaac
gtaggggctt
agctgecatg
ctgtctggat
tgatgataaa
tggaacagac
tececectagaa
aaactctcea
ccatgcecctta
tagtgaagac
tgggcetgge
gattcatgac
gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagecactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcaa
cgcttactta
ggcaagtgaa
aggaggtaca
ctgcagtcaa
tgacacatta
gccccaaaac
ctctagtact

tagaatatce
atatgtcaca
caaagagtat
acagggttta
aattgagcge

tgactacaaa
aaaaaatacc

gtatttctge

ccataaatga
catttaatgg
gtgaaaacag
tactaagcag
ataaagcaac
ttatgtgtat
tattagtggg
tgtggtttta
gtgtteccagt
caggaaaaaqg
caaaagccat
ctgtgecctgg
ggaacactac
ttactgtaaq
ttacatggtg
ttgatttcee
tcacagacac
gcttttttaa
ccatccecgg
tagetgeate
tagttggggt
atattaacaa
ggtataatgg
tgggagcttce
tgcaaagctt
tttgctaaag
ttagagctta
aacccatcct
gacttatata
tcatccagta
ttacacaagc
aatgagctac
tttaggtata
gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccageca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaqgyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag
acagtaggag
gaatcagcat
gcaactatgt
cacttttatg
ggaggtgacc
ttcatgeccag

ggagctggaa

ttacgeccectg
ggaataaatg
cagcaaggag
aacatgcaca
cccctaatgg

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
33006
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
38490

3900
3960
4020
4080
4140

337901



tgggttctgt
caaatttaga

agccacctec
aatcaatggg
catttaaatt
cccegeacge
aacaacacca
tgcacceatt
ccagtaccac

<210> 24
<211> 2045
<212> DNA

atggaacaga
tgacagtitt
tcaaatattt
aattactacc
ggggccccgt
agcaggtcat
cagacatgga
gtaaacactc
ccagactgta

agagcccttc
aaaactcagt
ttaaaaatat
ttagttcagt
aaagctacgg
ttaccatatg
tatgaaaagc
cccaccgtge
cctgeceect

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

parvovirus B19 clone 2-Bl

<400> 24

atactcttcg
gttctggact
tgggaaccac
aagcttgact
aacaaatttg
agaaaccltceca
gaaaatctga
ggagagcagt
gttactaata
tgccatgcca
gagtctagcg
ataaagtttc
tggaaactag
caaattcaaa
acatttttat
aaattgttac
attgataaaa
aaaacaaact
aataatqgaaa
ggtattatta
agggtagatc
agcaatggtg
gccttiaaaag
ttactaacaqg
cactatgaaa
cteccacccag
ggtgaaagct
tggaacactg
tctgteggaa
acacctttgg
gtaaggggtt
ctttgtccece
accccagatt

acctgcaaaa
gacatactc

<210> 25
<211> 671
<212> PRT

aacaaaacaa
gtgctaacga
taactcatac
ttactggggg
aagaaggcta
cagtgtgtgt
agctaaaatt
ttatagaaaa
ttgatggaca
agaaaccccqg
gcacaggggc
aaactatggt
ttgactttaa
gtgcactaaa
tgcatacaga
tttgtcaaaa
aatgtggcaa
tggcaatgge
acttteccatt
agtctacaat
aaaaaatgcg
acattacttt
agcgcatggt
aggctgatgt
actgggcaat
acctccaaac
ctgaagaact
aaaccccgcg
gccecagttte
cagaccagtt
tacctgtctg
attgcattaa

tggtgcgatg

aatgtgctta

aatggagcta
taactaggtgg
taacagacta
gccactagcea
tcatattecat
agaggggtta
tttgcecagga
ctatttaatg
tatagatacc
catcaccaca
agaggttgtg
aaactggttg
ccagtacact
actagcaatt
ctttgagcaa
ctatgacccc
gaaaaacaca
cattgctaaa
taatgatgta
tgtagaagct
tggaagtgta
tgttgtaagc
aaagttaaac
acaacagtgg
aaactacact
caccccaatt
cagtgaaagc
ctctagtacg
ctcegaagtt
tcgtgaactg
ttgtgtgcaa
tgtaggggct
tagctgecat

cctgtetgga

<213> Artificial Sequence

12

actatgaaag
ttgcageett
taccacaaaqg
atgecegtggyg
gacggtggaa
tactatatga
ctgaagaatt
cctcagecag
cctataccta

tttagagggg
tgctctttac

atggcaatat
gggtgcttgt
gtggttattg
tttaataatg
atgactacaa
aaaaaaatac
tgtatttctg
gccataaatg
ccatttaatg
tgtgaaaaca
ttactaagca
tataaagcaa
gttatgtgta
ctattagtgg
ctgtggtttt
agtgttcecag
gcaggaaaaa
gcaaaagcca
gctgtgectg
gggaacacta
tttactgtaa
cttacatggt
tttgatttce
gtcacagaca
agctttttta
ccecatecccg
gtagctgcat
ttagttgggg
catattaaca
tggtataatg

gtgggagett

ttgcaaaget

ccagctgtgg
aggaggatgg
tgggeccaatt
aattatgaca
tcctcaacct
ccccacagcet
gtggacagecc
gatgtgtaac
taagacagcc

Description of Artificial Sequence: NS1 from

tgcttcaagt
tggatttaga
acttaagcag
acttttttca
gggggccagyg
tactttatca
aaggcaaata
ctttaaatgt
ctacttttag
atactagtac
ggaagggaac
gagtgtttac
gtagtcacag
ctaatttagt
ttaaaaacaa
ggcagcatgt
atgggccgec
tatatggcat
gcttggtggt
ttttaggcgg
gagtacctgt
caacaactgt
gatgcagccec
gtaatgcaca
ctggaattaa
ccagtatcag
acctcatcac
ggaccagttc
cgtgggaaga
ttgattatgt
atagtggggyg
gatggaaatt
ctaatececett

ttgtagatta

agtaaaattc
ggtttgcatc
ggaggtatta
gtaaccatga
ggagtgtatc
acagatgcaa
aaaagccgtg
taaacgcececa
taacacaa

ttcttctaat
cacttctgac
tgtggettcet
agtagaatgt
gttaaacccc
cettgtaact
ctttagagat
tgtatggtgt
aaagggagct
tgatgctggg
taaggctage
agaggataag
tggaagtttt
gectactage
taaaattgtt
gttaaagtgg
aagtacaggg
ggttaactgg
ctgggatgaa
gcaacccacc
ggttataacc
acatgctaaa
tgacatgggg
aagctgggac
tgcagatgcecce
cagcagtggt
ccecaggcegeco
aggagaatca
agccttctac
gtgggacggt
aggcttggga
tcgagaattt
ttctgtgcecta

tgagtaagte

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4678

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040
2048

337901



<220>

<223> Description of Artificial
parvovirus B19 clone 2-Bl

<400> 25
Met Glu Leu Phe Arg

1

Cys Ala

Asp Trp

Ser Ser

50

Cys Leu

65
His Ile
Thr Val
Thr Glu
Lys Tyr
130

Lys Ile

145

Ile Asp

Lys Lys

Gly Glu

Gly Thr
210

Glu Asn

225

Gln Tyr

Ser Ala

Ser Thr

Asn

Glu

35

Val

Tyr

His

Cys

Asn

115

Phe

Pro

Thr

Pro

Ser

195

Lys

Arg

Thr

Leu

Phe
275

Asp

20

Pro

Ala

Phe

Val

Val

100

Leu

Arqg

Leu

Cys

Arg

180

Ser

Ala

Val

Leu

Lys
260

Leu

5

Asn

Leu

Ser

Phe

Val

85

Glu

Lys

Asp

Asn

Ile

165

Ile

Gly

Ser

Phe

Leu
245

Len

Leu

Gly

Trp

Thr

Lys

Gln

70

Ile

Gly

Leu

Gly

Val

150

Ser

Thr

Thzr

Ile

Thr
230

Ser

Ala

His

Val

Trp

His

Leu

55

Val

Gly

Leu

Lys

Glu

135

Val

Ala

Thr

Gly

Lys

215

Glu

Ser

Ile

Thr

Leu

Cys

Thr

40

Asp

Glu

Gly

Phe

Phe

120

Glin

Trp

Thr

Ala

Ala

200

Phe

Asp

Ser

Tyr

Asp
280

13

Sequence: NS1 amino

Gin

Ser

25

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn

105

Leu

Phe

Cys

Phe

Ile

185

Glu

Gln

Lys

His

Lys
265

Phe

Val

10

Leu

Arg

Thr

Asn

Gly

90

Asn

Pro

Ile

Val

Arg

170

Asn

Val

Thr

Trp

Ser
250

BAla

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

75

Leu

Val

Gly

Glu

Thr

155

Lys

Asp

Val

Met

Lys
235

Gly

Thr

Gln

Ser

Asp

Met

Gly

60

Phe

Asn

Leu

Met

Asn

140

Asn

Gly

Thr

Pro

Val

220

Leu

Ser

Asn

Val

Asn

Leu

Ala

45

Pro

Glu

Fro

Tyr

Thr

i25

Tyxr

Ile

Ala

Ser

Phe

205

Asn

Val

Phe

Leu

Met
285

acid from

Val

Asp

30

Ile

Leu

Glu

Arg

His

110

Thr

Leu

Asp

Cys

Thr

190

Asn

Trp

Asp

Gln

Val
270

Cys

Leu

15

Thr

Tyr

Ala

Gly

Asn

95

Leu

Lys

Met

Gly

His

175

Asp

Gly

Leu

Phe

Ile
255

Pro

Ile

Asp

Ser

Leu

Gly

Tyr

80

Leu

Val

Gly

Lys

His

160

Ala

Ala

Lys

Cys

Asn
240

Gln

Thr

Lys

337901



Asn

Leu

305

Lys

Leu

Trp

Val

Lys

385

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

465

Asn

Asp

Gly

Ile

Ile
545

Ser

Ala

Gly

Asn

290

vVal

Asn

Ala

Asn

Val

370

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro

450

Trp

Tyr

Leu

Gly

Thr

530

Pro

Glu

Asp

Val

Lys

Gly

Thr

Met

Asn

355

Trp

Ile

Val

Thr

Leu

435

Asp

Cys

Thr

Gln

Glu

515

Pro

Gly

Val

Gln

Arg
585

Ile

Gln

Leu

Ala

340

Glu

Asp

Leu

Ala

Phe

420

Lys

Met

Asn

Phe

Thr

500

Ser

Gly

Thr

Val

Phe
580

Gly

val

His

Trp

325

Ile

Asn

Glu

Gly

Val

405

Val

Glu

Gly

Ala

Asp

485

Thr

Ser

Ala

Sexr

Ala
565

Arg

Leu

Lys

Val

310

Phe

Ala

Phe

Gly

Gly

390

Pro

Val

Arg

Leu

Gln

470

Phe

Pro

Glu

Trp

Ser
550

Ala

Glu

Pro

Leu

295

Leu

Tyr

Lys

Pro

Tle

375

Gln

Gly

Ser

Met

Leu

455

Ser

Pro

Ile

Glu

Asn

535

Gly

Ser

Leu

val

Leu

Lys

Giy

Ser

Phe

360

Ile

Pro

Val

Gly

Val

440

Thr

Trp

Gly

Val

Leu

320

Thr

Glu

Trp

Leu

Cys
600

14

Leu Cys Gln Asn

Trp

Pro

Val

345

Asn

Lys

Thr

Pro

Asn

425

Lys

Glu

Asp

Ile

Thr

505

Ser

Glu

Sexr

Glu

Val
585

Cys

Ile

Fro

330

Pro

Asp

Ser

Arqg

Val

410

Thr

Leun

Ala

His

Asn

490

Asp

Glu

Thr

Ser

Glu
570

Gly

val

Asp

315

Ser

Val

Val

Thr

Val

395

Val

Thr

Asn

Asp

Tyr

475

Ala

Thr

Ser

Pro

Val
555

Ala

Val

Gin

300

Lys

Thr

Tyr

Ala

Ile

380

Asp

Ile

Thr

Phe

Val

460

Glu

Asp

Ser

Ser

Arg

540

Gly

Phe

Asp

His

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly

365

Val

Gln

Thr

Thr

Thr

445

Gln

Asn

Ala

Tle

Phe

525

Ser

Sexr

Tyr

Tyr

Ile
605

Asp

Cys

Lys

Met

350

Lys

Glu

Lys

Ser

Val

430

Val

Gln

Trp

Leu

Ser

510

Phe

Ser

Pro

Thr

Val
590

Asn

Pro

Gly

Thr

335

Val

Ser

Ala

Met

Asn

415

His

Arg

Trp

Ala

His

495

Ser

Asn

Thr

Val

Pro
575

Trp

Asn

Leu

Lys

320

Asn

Asn

Leu

Ala

Arg

400

Gly

Ala

Cys

Leu

Ile

480

Pro

Ser

Leu

Pro

Ser
560

Leu

Asp

Ser

337901



Gly Gly Gly Leu Gly Leu Cys Pro His

610 615

15

Cys Tle

Tyr Asn Gly Trp Lys Phe Arg Glu Phe Thr Pro

625 630

Ser Cys His Val Gly Ala Ser Asn
645

635

Pro Phe Ser Val Leu Thr Cys

650

Lys Cys Ala Tyr Leu Ser Gly Leu Gln Ser Phe

660

<210> 26

<211> 2380

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>
parvovirus B19 clcone 2-Bl

<400> 26

atactcaagc ttacaaaaca aaatgagtaa
taaatttgct aaagetgtgt atcagceaatt
agacttagag cttattcaaa tattaaaaga
agaaaaccca tcctctttgt ttgacttagt
tccagactta tatagtcatc attttcaaag
cttatcatce agtagcagtc atgcagaacc
agacttacac aagcctgggc aagttagegt
tggcaatgag ctacaagctg ggccccegea
tgactttagg tatageccaac tggctaagtt
agcagatgaa gagcttttaa aaaatataaa
aaaagactac tttactttaa aaggtgcagc
geeggaagtt cccgcecttaca acgectcaga
tgcagaagec agcactggtg caggaggggg
tgagggggce acttttagtg ccaactcetgt
tccatatgac ccagagcacc attataagagt
tgccagtgga aaggaggcaa aggtttgecac
atggagatat ttagatttta atgctttaaa
cttaattgaa aattatggaa gtatagctcc
tgctgttaag gatgttacgg acaaaactgg
agggcgecta tgcatgttag tagaccatga
tcaagatact ttagccccag aacttcctat
cttaacagta ggagatgtta acacacaagg
tgaagaatca gcattttatg ttttggaaca
tacagcaact atgtcttata agtttcctce

tcaacacttt tatgaaatgt acaacccctt
attaggaggt gacccaaaat ttagatcttt
aaactltcatg ccagggccac tagtaaactc
tactggagct ggaaaagcct taacaggect
atccttacge cctgggecag tgtctcagec
cacaggaata aatgeccattt ctcatggtca
gtatcagcaa ggagtgggta gatttccaaa
tttaaacatg cacacctact ttcccaataa
gcgeccecta atggtgggtt ctgtatggaa
gtggagtaaa attccaaatt tagatgacag
atggggtttg catcagccac ctcctcaaat
aattggaggt attasatcaa tgggaattac
gacagtaacc atgacattta aattggggce

665

agaaagtggc
tgtggaattt
tecattataat
tgctegtatt
tcatggacag
tagaggagaa
acaactaccc
aagtgctgtt
gggaataaat
aaatgaaact
tgceccetgtg
aaaataccca
gggcagtaat
aacttgtaca
gttttectecce
cattagtcecce
tttatttttt
tgatgcttta
aggggggytg
atataagtac
ttgggtatac
aatttectgga
cagttectttt
agtgcceeca

atacggatcc
aacacatgaa
agtgtctaca
tagcacaggt
gtaccaccac
gaccacttat
tgaaaaagaa
aggaacccag
cagaagagcce
ttttaaaact
atttttaaaa
tacctitagtt
cegtaaaget

Asn Val Gly Ala Trp

620

Asp Leu Val

Arg Cys
640

Lys
655

Val Asp Tyr Glu

&70

Description of Artificial Sequence: VPl from

aaatggtggg
tatgaaaagg
atttctttag
aaaaataacc
ttatctgace
gatgcagtat
ggtactaact
gacagtgctg
ccatatactec
gggtttcaag
gcccecatttte
agcatgactt
cctgtgaaaa
ttttecagac
gcagcaagta
ataatgggat
tcacectttag
actgtaacca
caggttactg
ccatatgtgt
tttecececcte
gacagcaaaa
cagcttttag
gaaaatttag

cgcttaggyg
gaccatgecaa
aaggagggag
acctctcaaa
tgggacacag
ggtaacgctg
cagctaaaac
caatatacag
cttcactatyg
cagtttgcag
atattaccac
cagtatgecg
acgggacggt

aaagtgatga
ttactggaac
ataatccect
ttaaaaactc
acccccatge
tatctagtga
atgttgggec
caaggattca
attggactgt
cacaagtagt
aaggaagttt
cagttaatte
gcatgtggag
aatttttaat
gctgecacaa
actcaaccce
agtttcagceca
tatcagaaat
acagecactac
tagggcaagyg
aatacgctta
aattggcaag
gtacaggagyg
agggctgeag

ttcetgacac
ttecagecccea
acagctctag
acactagaat
ataaatatgt
aagacaaaga
agttacaggg
atcaaattga
aaagccagct
ccttaggagg
aaagtgggcc
tgggaattat
ggaatccica

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

337901



1o

acctggagtg tatccecege acgcagcecagg tcatttacca tatgtactat atgaccccac 2280
agctacagat gcaaaacaac accacagaca tggatatgaa aagcctgaag aattgtggac 2340

agccaaaagce cgtgtgcacc cattgtaagt cgacatactc

<210> 27
<211> 78

1

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial
parvovirus B19 clone Z-Bl

<400> 27

Met Ser Lys Glu

1

Lys Ala
Thr Asp
Leu Asp

50

Arg Ile
65

Phe Gln

Ser Ser

Glu Asp

Asn Tyr
130

Ala Val
145

Ala Lys

Glu Leun

Val Lys

Phe Gln
210

Tyr Pro
225

Gly Gly

Val

Leu

35

Asn

Lys

Ser

Ser

Leu

115

Val

Asp

Leu

Leu
Asp
195
Gly

Ser

Gly

Tyr

20

Glu

Pro

Asn

His

His

100

His

Gly

Ser

Gly

Lys
180
Tyr
Ser

Met

Gly

Ser

5

Gln

Leu

Leu

Asn

Gly

85

Ala

Lys

Pro

Ala

Ile
165

Asn

Phe

Leu

Thr

Ser

Gly

Gln

Ile

Glu

Leu

70

Gln

Glu

Pro

Gly

Ala

150

Asn

Ile

Thr

Pro

Ser

230

Asn

Lys

Phe

Gin

Asn

55

Lys

Leu

Pro

Gly

Asn

135

Arg

Pro

Lys

Leu

Glu

215

Val

Pro

Trp

Val

Ile

40

Pro

Asn

Ser

Arg

Gln

120

Glu

Ile

Tyr

Asn

Lys

200

Val

Asn

Val

Sequence: VPl amino

Trp

Glu

25

Leu

Ser

Ser

Asp

Gly

105

Val

Leu

His

Thr

Glu
185
Gly
Pro

Ser

Lys

Glu

10

Phe

Lys

Ser

Pro

His

20

Glu

Ser

Gln

Asp

His
170

Thr

Ala

Ala

Ala

Ser

Sexr

Tyr

Asp

Leu

Asp

75

Pro

Asp

Val

Ala

Phe

155

Trp

Gly

Ala

Tyr

Giu

235

Met

Asp

Glu

His

Phe

60

Leu

His

Ala

Gln

Gly

140

Thr

Phe

Ala

Asn

220

Ala

Trp

Asp

Lys

Tyr

45

Asp

Tyr

Ala

val

Leu

125

Pro

Tyr

Val

Gin
Pro
205
Ala

Ser

Ser

acid from

Lys

Val

30

Asn

Leu

Ser

Leu

Leu

110

Pro

Pro

Ser

Ala

Ala

190

Val

Ser

Thr

Glu

Phe

15

Thr

Ile

Val

His

Ser

95

Ser

Gly

Gln

Gln

Asp
175

Gln

Ala

Glu

Gly

Gly

Ala

Gly

Ser

Ala

His

80

Ser

Ser

Thr

Ser

Leu

160

Glu

Val

His

Lys

Ala

240

Ala

337901



Thr

Ile

Ser

Ser

305

Ala

Asn

Ile

Thr

Lys

385

Leu

Gly

Ser

Leu

Pro

465

Asn

Asp

Gln

Gly

Thx

545

Ser

Phe

Pro

Ser

290

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asp

370

Tyr

Pro

Asp

Glu

Gly

450

Pro

Pro

Pro

Asn

Asp

530

Gly

Gln

Ser

Tyr

275

Cys

Ile

Asn

Gly

Val

355

Ser

Pro

Ile

Val

Glu

435

Thr

Glu

Leu

Lys

Phe

515

Ser

Thr

Pro

Ala

260

Asp

His

Met

Leu

Ser

340

Lys

Thr

Tyr

Trp

Asn

420

Ser

Gly

Asn

Tyr

Phe

500

Met

Ser

Ser

Tyr

245

Asn

Pro

Asn

Gly

Phe

325

Ile

Asp

Thr

Val

Val

405

Thr

Ala

Gly

Leun

Gly

485

Arg

Pro

Ser

Gln

His
S65

Ser

Glu

Ala

Tyr

310

Phe

Ala

val

Gly

Leu

390

Tyr

Gln

Phe

Thr

Glu

470

Ser

Ser

Gly

Thr

Asn

550

His

Val

His

Ser

295

Ser

Ser

Pro

Thr

Arg

375

Gly

Phe

Gly

Tyr

Ala

455

Gly

Arg

Leu

Gly
535

Thr

Trp

Thr
His
280

Gly

Pro

Asp

Asp

360

Leu

Gln

Pro

Ile

Val

440

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

520

Ala

Arg

Asp

Cys

265

Tyr

Lys

Pro

Leu

Ala

345

Lys

Cys

Gly

Pro

Ser

425

Leu

Met

Ser

Gly

His

505

Val

Gly

Ile

Thr

250

Thr

Lys

Glu

Trp

Glu

330

Leu

Thr

Met

Gln

Gln

410

Gly

Glu

Ser

Gln

Val

490

Glu

Asn

Lys

Ser

Asp
370

17

Phe

Val

Ala

Arg

315

Phe

Thr

Gly

Leu

Asp

395

Tyr

Asp

His

Tyr

His

475

Pro

Asp

Ser

Ala

Leu

555

Lys

Ser

Phe

Lys

300

Tyr

Gln

Val

Gly

Val

380

Thr

Ala

Ser

Ser

Lys

460

Phe

Asp

His

Val

Leu

540

Arg

Tyx

Arg

Ser

285

Val

Leu

His

Thr

Gly

365

Asp

Leu

Tyr

Lys

Ser

445

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser

525

Thr

Pro

Val

Gln
270

Pro

Asp

Leu

Ile

350

Val

His

Ala

Leu

Lys

430

Phe

Pro

Glu

Leu

Ile

510

Thr

Gly

Gly

Thr

255

Phe

Ala

Thr

Phe

Ile

335

Ser

Gln

Glu

Pro

Thr

415

Leu

Gln

Pro

Met

Gly

495

Glin

Lys

Leu

Pro

Gly
575

Len

Ala

Ile

Asn

320

Glu

Glu

Val

Tyr

Glu

400

Val

Ala

Leu

Val

Tyxr

480

Gly

Pro

Glu

Ser

Val

560

Ile

337901



Asn Ala

Glu Tyr Gln

Ile

Ser His

580

Gln Gly Val

5985

Lys
610

Thr Gln
625

Val

Ile

Gly Trp Gly Leu His
675

Pro Gln

Leu Val
705

Leu Gly

Pro

Tyr

Thr Ala

Glu Glu Leu

770

<210> 28
<211> 1699
<212> DNA

Gln

Trp Asn

Ser

Gln

Pro

Thr
755

Tyr Thr Asp

Gly Gln Thr

Gly Arg
600

Gln Leu Gln Gly Leu Asn Met

615

Gln Ile

630

Arg Arg Ala

645

Pro Asn Leu Asp Asp

660

Gly Pro

Tyr Ala

Gln

Ile

Val

Leu His
Phe

Ser

Pro
680

Pro
Gly Gly
695

Gly Ile

710

Arg Lys Ala

725

Pro His Ala Ala

740

Asp Ala

Trp Thr Ala

Lys

Thr Gly

Gly His

Gln His

760
Lys Ser
775

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

parvovirus Bl9 clone 2-Bl

<400> 28

atactcaagc
aggagggggg
caactctgta
ttataaggtg
ggtttgecacc
tgctttaaat
tatagctcct
caaaactgga
agaccatgaa

ttacaaaaca
ggcagtaatc
acttgtacat
ttttecteceg
attagtecccea
ttattttttt
gatgctttaa

gggggggtgce
tataagtacc

aaatgactte
ctgtgaaaag
tttcecagaca
cagcaagtag
taatgggata
cacctttaga
ctgtaaccat
aggttactga
catatgtgtt

18

Thr Tyr Gly
585

Phe Pro Asn

His Thr Tyr

Pro
635

Glu Arg

Tyr Glu Ser

650
Gln

Lys Thr

665
Ile

Pro Gln

Ile Lys Ser

Met Thr Val

715

Arg Trp Asn
730

Leu Pro

745

Tyr

His Arg His

Arg Val His

agttaattcet
catgtggagt
atttttaatt
ctgccacaat
ctcaacccea
gtttcagcac
atcagaaatt
cagcactaca

agggcaaggt

Glu
590

Asn Ala

Glu Lys Glu

605

Phe
620

Pro Asn

Leu Met Val

Gln Leu Trp

Phe Ala Ala

670
Phe I.eu
685

Lys

Met Ile

700

Gly

Thr Met Thr

Pro Gln Pro

Val Leu Tyr

750

Gly Tyr Glu

765
Pro Leun
780

Description of Artificial Sequence: VP2 from

gcagaagcca
gagggggcca
ccatatgacc
gccagtggaa
tggagatatt
ttaattgaaa
gctgttaagg
gggcgcctat
caagatactt

Asp Lys
Gln Leu

Lys Gly

Gly Ser
640

Ser
655

Lys

Leu Gly

Ile Leu

Thr Thr

Phe Lys

720

Gly Val
735

Asp Pro

Lys Pro

gcactggtge
cttttagtgce
cagagcacca
aggaggcaaa
tagattttaa
attatggaaqg
atgttacgga
gcatgttagt
tagcccecaga

60

120
180
240
300
360
420
480
540

337901



actteectatt
cacacaagga
tttggaacac
gtttcctcceca
caacccctta
tagatcttta
agtaaactca
aacaggectt
gtctcagccg
tcatggtcag
atttccaaat
tcccaataaa
tgtatggaac
agatgacagt
tcctcaaata
gggaattact
attggggecc
cgcagcaggt
cecacagacat
attgtaagtc

<210> 29
<211> 554
<212> PRT

tgggtatact
atttctggag
agttctttte
gtgcccececag
tacggatccc
acacatgaag
gtgtctacaa
agcacaggta
taccaccact
accacttatg
gaaaaagaac
ggaacccagce
agaagagcce
tttaaaactc
tttttaaaaa
accttagttce
cgtaaaqgcta
catttaccat
ggatatgaaa
gacatactc

ttceccecetea
acagcaaaaa
agcttttagg
aaaatttaga
gcttaggggt
accatgcaat
aggagggaga
cctctcaaaa
gggacacaga
gtaacgctga
agctaaaaca
aatatacaga
ttcactatga
agtttgcage
tattaccaca
agtatgecegt
cgggacggtyg
atgtactata
agcctgaaga

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

Description of Artificial

parvovirus B1l9 clone 2-Bl

<4Q0> 29

Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala

1

Gly Ser Asn

Ala Asn Ser

35

Pro Glu
50

Asp

His Asn Ala

65

Met Gly Tyr

Phe Phe

Leu

Ile Ala
115

Ser

Lys Asp Val

130

Thr
145

Thr Gly

5

Pro Val
20

Val Thr

His Ris
Ser

Gly

Thr
85

Ser

Ser Pro

100

Pro Asp

FThr Asp

Arg Leu

Lys

Cys

Tyr

Lys

70

Pro

Leu

Ala

Lys

Cys

Ser Met

Phe
40

Thr

Lys Val

55

Glu Ala

Trp Arg

Glu Phe

Thr
120

Leu

Thr
135

Gly

Met Leu

150

Gln

Val

Val

atacgcttac
attggcaagt
tacaggaggt
gggctgeagt
tcetgacaca
tcagccccaa
cagctctagt
cactagaata
taaatatgtc
agacaaagag
gttacagggt
tcaaattgag
aagccagetg
cttaggagga
aagtgggcca
gggaattatg
gaatcctcaa
tgacceccaca
attgtggaca

Sequence:

Ser Thr
10

Trp Ser Glu

25

Ser Arg Gln

Phe Ser Pro

Lys Val Cys

15

Leu
a0

Tyr Asp

His Leu

105

Thr Ile

Gly Gly Vval

His
155

Asp

VP2 amino

19

ttaacagtag
gaagaatcag
acagcaacta
caacactttt
ttaggaggtg
aacttcatgc
actggagctg
tcettacgee
acaggaataa
tatcagcaag
ttaaacatgc
cgccececctaa
tggagtaaaa
tggggtttge
attggaggta
acagtaacca
cctggagtgt
gctacagatg
gccaaaagcc

Gly Ala

Gly Ala

Gly

Thx

gagatgttaa
cattttatgt
tgtcttataa
atgaaatgta
acccaaaatt
cagggccact
gaaaagcctt
ctgggecagt
atgccatttc
gagtgggtag
acacctactt
tggtgggtte
ttccaaattt
atcagccacc
ttaaatcaat
tgacatttaa
atccccegea
caaaacaaca
gtgtgcaccc

acid from

Gly
15

Gly

Phe Ser

30

Phe Leu

45

Ala
60

Ala

Thr

Ile

Phe

Asn

Ile

Glu
125

Ser

Gln
140

Val

Glu Tyr

Ile

Ser

Ser

Ala

Glu Asn

110

Tle

Thr

Lys

Pro Tyr

Ser

Cys

Ile
80

Pro

Leu Asn

95

Tyr Gly

Ala Val
Ser

Asp

Pro
160

Tyxr

600
660
720
780
840
90C
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1699

337901



Tyr

Trp

Asn

Ser

Gly

225

Asn

Tyr

Phe

Met

Ser

305

Ser

Tyr

Ser

Gln

Gln

385

Tyr

Arg

Leu

Leu

Gly
465

Val

Val

Thr

Ala

210

Gly

Leu

Gly

Arg

Pro

290

Ser

Gln

His

His

Gly

370

Gly

Thr

Arg

Asp

His

450

Pro

Leu

Tyr

G1ln

195

Phe

Thr

Glu

Ser

Ser

275

Gly

Thr

Asn

His

Gly
355

Val

Leu

Asp

Ala

Asp

435

Gln

Ile

Gly

Phe

180

Gly

Tyr

Ala

Gly

Arg

260

Leu

Pro

Gly

Thxr

Trp

340

Gln

Gly

Asn

Gln

Leu

420

Ser

Pro

Gly

Gln

165

Pro

Ile

Val

Thr

Cys

245

Len

Thr

Leu

Ala

Arg

325

Asp

Thr

Arg

Met

Ile

405

His

Fhe

Fro

Gly

Gly

Pro

Ser

Leu

Met

230

Ser

Gly

His

Val

Gly

310

Ile

Thr

Thr

Phe

His

390

Glu

Tyr

Lys

Pro

Ile
470

Gln

Gln

Gly

Glu

215

Ser

Gln

Val

Glu

Asn

295

Lys

Ser

Asp

Tyr

Pro
375
Thr
Arg
Glu
Thr
Gln

455

Lys

Asp

Tyr

Asp

200

His

Tyxr

His

Pro

Asp

280

Ser

Ala

Leu

Lys

Gly
360

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gln

449

Ile

Ser

Thr

Ala

185

Ser

Ser

Lys

Phe

Asp

265

His

Val

Leu

Arqg

Tyr

345

Asn

Glu

Phe

Leu

Gln

425

Phe

Phe

Met

20

Leu

170

Tyx

Lys

Ser

Phe

Tyr

250

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

330

Val

Ala

Lys

Pro

Met

410

Leu

Ala

Leu

Gly

Ala

Leu

Lys

Phe

Pro

235

Glu

Leu

Ile

Thr

Gly

315

Gly

Thr

Glu

Glu

Asn

385

Val

Trp

Ala

Lys

Ile
475

Pro

Thr

Leu

Gln

220

Pro

Met

Gly

Gln

Lys

300

Leu

Pro

Gly

Asp

Gln
380

Lys

Gly

Ser

Leu

Iie

460

Thr

Glu

Val

Ala

205

Leu

Val

Tyr

Gly

Pro

285

Glu

Ser

Val

Ile

Lys
365

Leu

Gly

Ser

Lys

Gly

445

Leu

Thr

Leu

Gly

190

Ser

Leu

Pro

Asn

Asp

270

Gln

Gly

Thr

Ser

Asn

350

Glu

Lys

Thr

Val

Ile

430

Gly

Pro

Leu

Pro

175

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

255

Pro

Asn

Asp

Gly

Gln

335

Ala

Tyr

Gln

Gln

Trp

415

Pro

Trp

Gln

Val

Ile

Val

Glu

Thx

Glu

240

Leu

Lys

Phe

Ser

Thr

320

Pro

Ile

Gln

Leu

Gln

400

Asn

Asn

Gly

Ser

Gln
480

337901



Tyr Ala Val

Arg Lys Ala Thr

His Ala Ala Gly

515

Asp Ala Lys
530

Trp Thr Ala Lys

545

<210> 30

<211> 2049
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

Ile
485

Gly

500

His

His

Gln

Ser

Met

Leu

His

Arg

Thr Val

Trp Asn

Proc Tyr

520
Arg His
535

Val His

550

Artificial Sequence

parvovirus B19 clone 2-B6

<400> 30

atactctteg
gttctggact
tgggaaccac
aagcttgact
aacaaatttg
agaaacctca
gaaaatctga
ggagagcagt
gttactaata

tgccatgcca
gagtctageg
ataaagttic
tggaaactag
caaattcaaa
acatttttat
aaattgttac
attgataaaa
aaaacaaact
aataatgaaa
ggtattatta
agggtagatc
agcaatggtg
gccttaaaag
ttactaacag
cactatgaaa
ctccacccag
ggtgaaagct
tggaacactg
tctgtecggaa
acacctttgg
gtaaggggtt
ctttgtccce
accccagatt
acctgcaaaa

adcaaaacaa
gtgctaacga
taactcatac
ttactggggg
aagaaggcta
cagtgtgtgt
agctaaaatt
ttatagaaaa
ttgatggaca

agaaaccccqg
gcacaggggc
aaactatggt
ttgactttaa
gtgcactaaa
tgcatacaga
tttgtcaaaa
aatgtggcaa
tggcaatggc
actttecatt
agtctacaat
aaaaaatgcg
acattacttt
agcgcatggt
aggctgatgt
actgggcaat
acctccaaac
ctgaagaact
aaaccccgoeg
gcccagtttce
cagaccagtt
tacctgtctg
attgcattaa
tggtgcgatg
aatgtgctta

aatggagcta
taactggtgg
taacagacta
gccactagca
tcatattcat
agaggggtta
tttgccagga
ctatttaatg
tatagatacc

catcaccaca
agaggttgtyg
aaactggttg
ccagtacact
actagcaatt
ctttgagcaa
ctatgacccc
gaaaaacaca
cattgctaaa
taatgatgta
tgtagaagct
tggaagtgta
tgttgtaage
aaagttaaac
acaacagtgg
aaactacact
caccccaatt
cagtgaaagc
ctctagtacg
ctccgaagtt
tegtgaactg
ttgtgtgcaa
tgtagggget
tagctgeecat
cctgtctgga

Thr

Pro

505

Val

Gly

Pro

21

Met
4190

Thr

Gln Pro

Leu Tyr

Tyr Glu

Leu

tttagagggg
tgctettitac
atggcaatat
gggtgcettgt
gtggttattg
tttaataatg
atgactacaa
aaaaaaatac
tgtatttetg

gccataaatg
ccatttaatg
tgtgaaaaca
ttactaagca
tataaagcaa
gttatgtgta
ctattagtgg
ctgtggtttt
agtgttcecaqg
gcaggaaaaa
gcaaaagcca
getgtgecetg
gggaacacta
tttactgtaa
cttacatggt
tttgatttecc
gtcacagaca
agettttita
cccatceceyg
gtagetgcat
ttagttgggg
catattaaca
tggtataatg
gtgggagett
ttgecaaaget

Phe Lys Leu Gly

Gly Val Tyr Pro

510

Asp Pro Thr Ala

525

Lys Pro Glu Glu

540

Description of Artificial Sequence: NS1 from

tgecttcaagt
tggatttaga
acttaagcag
acttittttca
gggggccagg
tactttatca
aaggcaaata
ctttaaatgt
ctacttttag

atactagtac
ggaagggaac
gagtgttitac
gtagtcacag
ctaatttagt
ttaaagacaa
ggcagcatgt
atggaccgec
tatatggcat
gcttggiggt
ttttaggegg
gagtaccegt
caacaactgt
gatgcagecce
gtaatgcaca
ctggaattaa
ccagtatcag
acctcatcac
ggaccagttc
cgtgggaaga
ttgattatgt
atagtggggg
gatggaaatt
ctaateccctt
ttgtagatta

Pro
495

Pro

Thr

Leu

ttettctaat
cacttctgac
tgtggcttct
agtagaatgt
gttaaaccce
ccttgtaact
ctttagagat
tgtatggtgt
aaagggagcet

tgatgctggg
taaggctage
agaggataaqg
tggaagtttt
gcctactage
taaaattgtt
gttaaagtgg
aagtacagygg
ggttaactgg
citgggatgaa
gcaacccacc
ggttataacc
acatgctaaa
tgacatgggg
aagctgggac
tgcagatgcee
cagcagtggt
cccaggegece
aggagaatca
agecttctac
gtgggacggt
aggcttggga
tcgagaattt
ttctgtgeta
tgagtaagtc

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1086
1148
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040

337901



gacatactc

<210>
<211>
<212>
<213>

L220>

<223>

31
671
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial

parveovirus B19 clone 2-B6

<400> 31
Met Glu Leu Phe Arg

1

Cys

Asp

Ser

Cys

65

His

Thr

Thr

Lys

Lys

145

Ile

Lys

Gly

Gly

Glu

225

Gln

Ala

Trp

Ser

50

Leu

Ile

Val

Glu

Tyr

130

Ile

Asp

Lys

Glu

Thr

210

Asn

Tyr

Asn

Glu

35

Val

Tyr

His

Cys

Asn

115

Phe

Pro

Thr

Pro

Ser

195

Lys

Thr

Asp

20

Pro

Ala

Phe

Val

Val
100

Leu

Arg

Leu

Cys

Arg

180

Ser

Ala

Val

Leu

5

Asn

Leu

Ser

Phe

Val

85

Glu

Lys

Asp

Asn

Ile

165

Ile

Gly

Ser

Phe

Leu
245

Gly

Trp

Thr

Lys

Gln

70

Ile

Gly

Leu

Gly

Val

150

Ser

Thr

Thr

Ile

Thr

230

Ser

Val

Trp

His

Leu

55

Val

Gly

Leu

Lys

Glu

135

Val

Ala

Thr

Gly

Lys

215

Glu

Ser

Leu

Cys

Thr

40

Asp

Glu

Gly

Phe

Phe

120

Gln

Trp

Thr

Ala

Ala

200

Phe

Asp

Ser

Sequence:

Gln

Ser

25

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn
105

Leu

Phe

Cys

Phe

Ile

185

Glu

Gln

Lys

His

Val

10

Leu

Arg

Thr

Asn

Gly

90

Asn

Pro

Ile

Val

Arqg

170

Asn

Val

Thr

Trp

Ser
250

22

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

75

Leu

Val

Gly

Glu

Thr

155

Lys

Asp

Val

Met

Lys

235

Gly

Ser

Asp

Met

Gly

60

Phe

Asn

Leu

Met

Asn

140

Asn

Gly

Thr

Pro

Val

220

Leu

Ser

NS1 amino

Asn

Leu

Ala

45

Pro

Glu

Pro

Tyr

Thr
125

Tyxr

Ile

Ala

Ser

Phe

205

Asn

val

Phe

acid from

Val

Asp

30

Ile

Leun

Glu

Arg

His
110

Thr

Leu

Asp

Cys

Thr

150

Asn

Trp

Asp

Gln

Leu

15

Thr

Tyr

Ala

Gly

Asn

95

Leu

Lys

Met

Gly

His

175

Asp

Gly

Leu

Phe

Ile
255

Asp

Ser

Leu

Gly

Tyr

80

Leu

Val

Gly

Lys

His

160

Ala

Ala

Lys

Cys

Asn

240

Gln

337901



Ser

Ser

Asp

Leu

3035

Lys

Leu

Trp

Val

Lys

385

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

465

Asn

Asp

Gly

Ile

Ile

545

Ser

Ala

Thr

Asn

290

Val

Asn

Ala

Asn

Val

370

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro

450

Trp

Tyr

Leu

Gly

Thr

530

Pro

Glu

Leu

Phe

275

Lys

Gly

Thr

Met

Asn

355

Trp

Ile

Val

Thr

Leu

435

Asp

Cys

Thr

Gln

Glu

515

Pro

Gly

Val

Lys

260

Leu

Ile

Gln

Leu

Ala

340

Glu

Asp

Leu

Ala

Phe

420

Lys

Met

Asn

Phe

Thr

500

Ser

Gly

Thr

Val

Leu

Leu

Val

His

Trp

325

Ile

Asn

Glu

Gly

Val

405

Val

Glu

Gly

Ala

Asp

485

Thr

Ser

Ala

Ser

Ala
565

Ala

His

Lys

Val

310

Phe

Ala

Phe

Gly

Gly

390

Pro

Val

Leu

Gln

470

Phe

Pro

Glu

Trp

Ser

550

Ala

Ile

Thr

Leu

295

Leu

Tyr

Lys

Pro

Ile

375

Gln

Gly

Ser

Met

Leu

455

Ser

Pro

Tle

Glu

Asn

535

Gly

Ser

Tyr

Asp

280

Leu

Lys

Gly

Ser

Phe

360

Ile

Pro

Val

Gly

Val

440

Thr

Trp

Gly

Val

Leu

520

Thr

Glu

Trp

Lys
265
Phe
L.eu
Trp
Pro
Val
345
Asn
Lys
Thxr

Pro

Asn
425

Lys
Glu
Asp
Iie
Thr
505
Ser
Glu

Ser

Glu

Ala

Glu

Cys

Ile

Pro

330

Pro

Asp

Ser

Arg

Val

410

Thr

Leu

Ala

His

Asn

490

Asp

Glu

Thr

Ser

Glu
570

23

Thr

Gln

Gln

Asp

315

Ser

Val

Val

Thr

Val

385

Val

Thr

Asn

Asp

Tyr

475

Ala

Thr

Ser

Pro

Val

555

Ala

Asn

Val

Asn

300

Lys

Thr

Tyr

Ala

Ile

380

Asp

Ile

Thr

Phe

Val

460

Glu

Asp

Ser

Ser

Arg

540

Gly

Phe

Leu

Met

285

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly

365

Val

Gln

Thr

Thr

Thr

445

Gln

Asn

Ala

Ile

Phe

525

Ser

Ser

Tyr

Val

270

Cys

Asp

Cys

Lys

Met

350

Lys

Glu

Lys

Ser

Val
430

Val

Gln

Trp

Leu

Ser

510

Phe

Ser

Pro

Thr

Pro

Ile

Pro

Gly

Thr

335

Val

Ser

Ala

Met

Asn

415

His

Arg

Trp

Ala

His

495

Ser

Asn

Thr

Val

Pro
575

Thr

Lys

Leu

Lys

320

Asn

Asn

Leu

Ala

Arg

400

Gly

Ala

Cys

Leu

Ile

480

Prc

Ser

Leu

Pro

Ser

560

Leu

337901



Ala Asp Gln

Gly Val Arg

595
Gly Gly
610

Gly

Tyr Asn

625
His

Ser Cys

Lys Cys Ala

<210> 32

<211> 2380
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

Phe
580

Arg
Gly Leu
Leu

Gly

Trp Lys

Glu

Pro

Leu

Phe

Leu

Val

Cys

615

Arg

630

Val Gly

645
Tyr Leu
660

Ala

Ser

Ser

Gly

Leu

Cys

600

Pro

Glu

Asn

Leu

Val

585

His

Phe

Pro

Gln
665

Gly

Val

Cys

Thr

Phe

650

Ser

24
Val

Gln

Ile

Pro

635

Ser

Fhe

Asp

His

Asn

620

Asp

Val

Val

Tyr

Ile

605

Val

Leu

Leu

Asp

Val

590

Asn

Gly

Val

Thr

Tyr
670

Artificial Sequence

parvovirus Bl9 clone 2-B6

<400> 32

atactcaage
taaatttgcect
agacttagag
agaaaaccca
tccagactta
cttatcatcc
agacttacac
tggcaatgag
tgactttagg
agcagatgaa
aaaagactac
gcceggaagtt
tgcagaagec
tgagggggcc
tcecatatgac
tgccagtgga
atggagatat
cttaattgaa
tgctgttaag
agggcgcecta
tcaagatact
cttaacagta
tgaagaatca
tacagcaact
tcaacacttt
attaggaggt
aaacttcatg
tactggaget
atccttacge
cacaggaata
gtatcagcaa

ttacaaaaca
aaagctgtgt
cttattcaaa
tectetttgt
tatagtcatc
agtagcagtc
aagcctggge
ctacaagctg
tatagccaac
gagcttttaa
tttactttaa
cccegcettaca
agcactggtyg
acttttagtg
ccagagcacc
aaggaggcaa
ttagatttta
aattatggaa
gatgttacaa
tgecatgttag
ttagcecccag
ggagatgtta
gcattttatg
atgtcttata
tatgaaatgt
gacccaaaat
ccagggccac
ggaaaagccth
cctgggeceag
aatgccattt

ggagtgggta

aaatgagtaa
atcagcaatt
tattaaaaga
ttgacttagt
attttcaaag
atgcagaacc
aagttagegt
ggceccocgca
tggctaagtt
aaaatataaa
aaggtgcagce
acgcctcaga
caggaggggyg
ccaactctgt
attataaggt
aggtttgcac
atgcttitaaa
gtatagctcce
acaaaactgg
tagaccatga
aacttectat
acacacaadqg
ttttggaaca
agtttecetee
acaacccctt
ttagatcttt
Lagtaaactc
taacaggcct
tgtctecagee
ctcatggtca
gatttccaaa

agaaagtggc
tgtggaattt
tcattataat
tgctcegtatt
tcatggacag
tagaggagaa
acaactaccc
aagtgetgtt
gggaataaat
aaatgaaact
tgccectgtg
aaaataccca
gggcagtaat
aacttgtaca
gttttctcce
cattagteccece
tttatttttt
tgatgcttta
agggggggtg
atataagtac
ttgggtatac
aatttctgga
cagttectttt
agtgcccccea
atacggatcc
aacacatgaa
agtgtctaca
tagcacaggt
gtaccaccac
gaccacttat
tgaaaaagaa

Description of Artificial Sequence: VPl from

aaatggtggg
tatgaaaagg

atttctttag
aaaaataacc
ttatctgacc
gatgcagtat
ggtactaact
gacagtgctg
ccatatactc
gggtttcaag
gccecattttc
agcatgactt
cctgtgaaaa
ttttcecagac
gecagcaagta
ataatgggat
tcacctttag
actgtaacca
caggttactg
ccatatgtgt
tttecccececte
gacagcaaaa
cagcttttag
gaaaatttag
cgcttagggg
gaccatgcaa
aaggagggag
acctctcaaa
tgggacacag
ggtaacgctg
cagcltaaaac

Trp Asp

Asn Ser

Ala Trp

Cys
640

Cys
655

Lys

Glu

aaagtgatga
ttactggaac
ataateccct
ttaaaaactc
acccccatge
tatctagtga
atgttgggce
caaggatteca
attggactgt
cacaagtagt
aaggaagttt
cagttaattc
gcatgtyggag
aatttttaat
gctgeccacaa
actcaaccce
agtttcagceca
tatcagaaat
acagcactac
tagggcaagg
aatacgctta
aattggcaaqg
gtacaggagg
agggctgcag
ttcctgacac
ttcageccccea
acagctctag
acactagaat
ataaatatqgt
aagacaaaga
agttacaggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9090
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

337901



tttaaacatg
gcgececcta
gtggagtaaa
atggggtttg
aattggaggt
gacagtaacc
acctggagtg
agctacagat
agccaaaagc

<210> 33

<211> 781
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

cacacctact
atggtgggtt
attccaaatt
catcagccac
attaaatcaa
atgacattta
tatcecceege
gcaaaacaac
cgtgtgcacc

ttcecaataa
ctgtatggaa
tagatgacag
ctcctcaaat
tgggaattac
aattggggec
acgcagecagqg
accacagaca
cattgtaagt

Artificial Sequence

Description of Artificial

parvovirus Bl9 clone 2-B6

<400> 33

Met Ser Lys
1

Ala

Lys Val

Thr Asp Leu

35

Leu Asp Asn

50
Arg Ile
65

Lys

Phe Gln Ser

Ser Ser Ser

Glu Leu

115

Asp

Asn Tyr Val

130

Ala
145

Val Asp

Ala Lys Leu

Glu Leu Leu

Val Lys Asp

195
Phe

Gln Gly

Glu Ser

5
Tyr Gln
20

Glu Leu

Pro Leu

Asn Asn

His Gly

85

His Ala

100

His Lys

Pro

Gly

Ser Ala

Gly Lys

Gln

Ile

Glu

Leu

70

Gln

Glu

Pro

Gly

Ala

Trp

Phe Val

Gln TIle

40

Asn Pro

55

Lys Asn

Leu Ser
Pro

Arg

Gin
120

Gly

Asn Glu

135

Arg Ile

150

Ile
165

Gly

Lys Asn

180

Tyr Phe

Ser Leu

Asn

Ile

Thr

Pro

Pro Tyr

Lys Asn

Leu Lys

200

Glu Val

Trp

Glu

Leu

Asp

Gly

Val

Leu

His

Thr

Glu

Gly Ala

25

aggaacccadg
cagaagagcc
ttttaaaact
attcttaaaa
taccttagtt
ccgtaaaget
tecatttacca
tggatatgaa
cgacatactc

Sequence:

Glu
10

Ser

Phe Tyr

25

Lys Asp

Ser Ser Leu

Ser Preo Asp

75

His Pro

90

Glu Asp
105

Ser Val

Gln Ala

Phe
155

Asp

His
170

Trp

Thr Gly

185

Ala

Pro Ala Tyr

VPl amino

caatatacaqg
cttcactatg
cagtttgecag
atattaccac
cagtatgcoceg
acgggacggt
tatgtactat
aagcctgaag

aci

Asp Asp Lys

Glu Val

30

Lys

His Tyr Asn

45

Phe
60

Asp Leu

Leu Tyr Ser

His Ala Leu

Ala Val Leu

110

Gln Leu Pro

125

Gly Pro Pro

140

Arg Tyr Ser

Thr Val Ala

Phe Gln Ala

190

Ala Pro Val

205

Asn Ala Ser

atcaaattga
aaagccagcet
ccttaggagg
aaagtgggcc
tgggaattat
ggaatcctca
atgaccccac
aattgtggac

d from

Phe
15

Ala
Thr Gly

Ile Ser

Val Ala

His
80

His

Ser Ser

95

Ser Ser

Gly Thr

Gln Ser

Gln Leu

160
Asp Glu
175

Gln Val

Ala

His

Glu Lys

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2380

337901



Tyr

225

Gly

Thr

Tle

Ser

Ser

305

Ala

Asn

Ile

Thx

Lys

385

Leu

Gly

Ser

Leu

Pro

465

Asn

Asp

Gln

Gly

210

Pro

Gly

Phe

Pro

Ser

290

Pro

Leu

Tyxr

Ala

Asp

370

Tyr

Pro

Asp

Glu

Gly

450

Pro

Pro

Pro

Asn

Asp
530

Ser

Gly

Ser

Tyr

275

Cys

Ile

Asn

Val

355

Ser

Pro

Ile

Val

Glu

435

Thr

Glu

Leu

Lys

Phe

515

Ser

Met

Gly

Ala

260

Asp

His

Met

Leu

Ser

340

Lys

Thr

Tyx

Trp

Asn

420

Ser

Gly

Asn

Tyr

Phe

500

Met

Ser

Thr

Ser

245

Asn

Pro

Asn

Gly

Phe

325

Ile

Asp

Thr

Val

Val

405

Thr

Ala

Gly

Leu

Gly

485

Arg

Pro

Ser

Ser

230

Asn

Ser

Glu

Ala

Tyr

310

Glu

Ala

Val

Gly

Leu

390

Tyr

Gln

Phe

Thr

Glu

470

Ser

Ser

Gly

Thr

215

Val

Pro

Val

His

Ser

295

Ser

Ser

Pro

Thr

Arg

375

Gly

Phe

Gly

Tyr

Ala

455

Gly

Arg

Leu

Pro

Gly
535

Asn

Val

Thr

His

280

Gly

Thr

Pro

Asp

Asn

360

Leu

Gln

Pro

Tie

Val

440

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

520

Ala

Ser
Lys
Cys
265
Tyr
Lys
Pro
Leu
Ala
345
Lys
Cys
Gly
Pro
Ser
425
Leu
Met
Ser
Gly
His
505

Val

Gly

Ala

Ser

250

Thr

Lys

Glu

Trp

Glu

330

Leu

Thr

Met

Gln

Gln

410

Gly

Glu

Ser

Gin

Val

490

Glu

Asn

Lys

26

Glu

235

Met

Phe

Val

Ala

Arg

315

Phe

Thr

Gly

Leu

Asp

395

Tyr

Asp

His

Tyr

His

475

Pro

Asp

Ser

Ala

220

Ala

Trp

Ser

Phe

Lys

300

Tyr

Gln

Val

Gly

Val

380

Thr

Ala

Ser

Ser

Lys

460

Phe

Asp

His

Val

Leu
540

Ser

Ser

Arqg

Ser

285

Val

Leu

His

Thr

Gly

365

Asp

Leu

Tyr

Lys

Ser

445

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser

525

Thrx

Thr

Glu

Gln

270

Pro

Cys

Asp

Leu

Ile

350

Val

His

Ala

Leu

Lys

430

Phe

Pro

Glu

Leu

TIle

510

Thr

Gly

Gly

Gly

255

Phe

Ala

Thr

Phe

1le

335

Ser

Gln

Glu

Pro

Thr

415

Leun

Glin

Pro

Met

Gly

495

Gln

Lys

Leu

Ala
240

Ala‘

Leu

Ala

Ile

Asn

320

Glu

Glu

Val

Tyx

Glu

400

Val

Ala

Leu

Val

Tyr

480

Gly

Pro

Glu

Ser

337901



Thr Gly
545

Ser Gln

Asn Ala

Glu Tyr

Lys Gln

610

Thr Gln
625

Val Trp

Ile Pro

Gly Txp

Pro Gln
690

Leu Val
705

Leu Gly
Tyr Pro

Thr Ala

Glu Glu
770

<210> 34

Thr

Pro

Ile

Gln

595

Leu

Gln

Asn

Asn

Gly

675

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

155

Leu

<211> 1699
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

Ser

Tyr

Ser

580

Gln

Gln

Tyr

Arg

Leu
660

Leu

Gly

Tyr

Arg

His

740

Asp

Trp

Gln
His
565

His

Gly

Thr

Arg

645

Asp

His

Pro

Ala

Lys

725

Ala

Ala

Thr

Asn
550
His
Gly
Val
Leu
Asp
630

Ala

Asp

Gln

Ile

Val

710

Ala

Ala

Lys

Ala

Thr

Txp

Gln

Gly

Asn

615

Gln

Leu

Ser

Pro

Gly

695

Gly

Thr

Gly

Gln

Lys
175

Arg

Asp

Thr

Arg

600

et

Ile

His

Phe

Pro
680
Gly
Ile
Gly
His
His
760

Ser

Ile

Thr

Thr

585

Phe

His

Glu

Tyr

Lys
665

Pro

Ile

Met

Arg

Leu

745

His

Arg

Ser
Asp
570
Tyr
Pro
Thr
Arg
Glu
650
Thr
Gln
Lys
Thr
Txp
730
Pro

Arg

Val

27

Leu Arg

555

Lys

Gly

Asn

Tyr

Pro

635

Ser

Gln

Ile

Ser

Val

715

Asn

Tyr

His

His

Tyx

Asn

Glu

Phe

620

Leu

Gln

Phe

Phe

Met

700

Thr

Pro

Val

Gly

Pro
780

Pro Gly

Val Thr

Ala Glu
590

Lys Glu
605

Pro Asn

Met Val

Leu Trp

Ala Ala
670

Leu Lys
685

Gly Ile

Met Thr

Gln Pro

Leu Tyr
750

Tyr Glu
765

Leu

<223> Description of Artificial Sequence: VPZ from
parvovirus B19 clone 2-B6

<400> 34

atactcaagc ttacaaaaca aaatgacttc agttaattct grcagaagcca gecactggtge 60
aggagggggg ggcagtaatc ctgtgaaaag catgtggagt gagggggcca cttttagtge 120
caactctgta acttgtacat tttccagaca atttttaatt ccatatgacc cagagcacca 180

Pro

Gly

575

Asp

Gln

Lys

Gly

Ser

655

Leu

Ile

Thr

Phe

Gly

735

Asp

Lys

Val
560

Ile1

Lys

Leu

Gly

Ser

640

Lys

Gly

Leu

Thr

Lys

720

Val

Pro

Pro

337901



ttataaggtg
ggtttgcace
tgctttaaat
tatagctcct
caaaactgga
agaccatgaa
acttcctatt
cacacaagga
tttggaacac
gtttccteea
caacccctta
tagatcttta
agtaaactca
aacaggccett
gtctecagecg
tcatggtcag
atttccaaat
tcccaataaa
tgtatggaac
agatgacagt
tcctcaaata

gggaattact
attggggccee
cgcagcaggt
ccacagacat
attgtaagtce

<210> 35

<211> 554
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

ttttecteccg
attagtcceca
ttattttttt
gatgctttaa
ggggggytygce
tataagtacc
tgggtatact
atttctggag
agttetttte
gtgcecccocag
tacggatcce
acacatgaag
gtgtctacaa
agcacaggta
taccaccact
accacttatg
gaaaaagaac
ggaacccagc
agaagagccc
tttaaaactc
tttttaaaaa

accttagttc
cgtaaagcta
catttaccat
ggatatgaaa
gacatactc

cagcaagtag
taatgggata
cacctttaga
ctgtaaccat
aggttactga
catatgtgtt
ttcceccectea
acagcaaaaa
agcttttagg
aaaatttaga
gcttaggggt
accatgcaat
aggagggaga
ccteteaaaa
gggacacaga
gtaacgctga
agctaaaaca
aatatacaga
ttcactatga
agtttgcagc
tattaccaca

agtatgccgt
cgggacggty
atgtactata
agcctgaaga

Artificial Sequence

Description of Artificial

parvovirus B19 clone 2-B6

<400> 35

Met Thr Ser
1

Gly

Ser Asn

Ala Ser

35

Asn

Pro Glu

S50

Asp

His Asn Ala

65

Met Gly Tyr

Leu Phe Phe

Ile Ala

115

Ser

Val Asn
5

Pro Val

20

Val Thr

His

His

Ser

Lys

Cys

Tyr

Ser Ala Glu Ala

Ser Met

Thr Phe

40
Lys Val
55

Glu Ala

28

ctgccacaat
ctcaacccca
gtttcagecac
atcagaaatt
cagcactaca
agggcaaggt
atacgcttac
attggcaagt
tacaggaggt
gggctgcagt
tectgacaca
tcagcceccaa
cagctctagt
cactagaata
taaatatgtc
agacaaagag
gttacagggt
tcaaattgag
aagccagctg
cttaggagga
aagtgggcca

gggaattatg
gaatcctcaa
tgaccccaca
attgtggaca

Sequence:

Ser Thr

10

Trp Ser Glu

2h
Gln

Ser Arg

Phe Ser Pro

Val

Gly

Thr
85

Ser

Ser Pro

100

Pro Asp

Lys
70
Pro

Leu

Ala

Trp

Glu

Leu

Arg

Phe

Thr
120

Lys

Tyr

Gln

165

Val

Leu
90

His

Thr

Cys
75
Asp

Leu

Ile

gccagtggaa
tggagatatt
ttaattgaaa
gctgttaagg
gggcgectat
caagatactt
ttaacagtag
gaagaatcag
acagcaacta
caacactttt
ttaggaggtg
aacttcatgce
actggagctg
teettacgee
acaggaataa
tatcagcaag
ttaaacatgc
cgceccectaa
tggagtaaaa
tggggtttge
attggaggta

acagtaacca
cctggagtgt
gctacagatg
gccaaaagcc

Gly Ala

Gly Ala

30
Tle

Phe Leu

45

Ala
60

Ala Ser

Thr Ile Ser

Phe Asn Ala

Ile Glu Asn

110

Glu
125

Ser Ile

Thr

aggaggcaaa
tagattttaa
attatggaag
atgttacaaa
gcatgttagt
tagceccecaga
gagatgttaa
cattitatgt
tgtcttataa
atgaaatgta
acccaaaatt
cagggccact
gaaaagcctt
ctgggccagt
atgccatttc
gagtgggtag
acacctactt
tggtgggttc
ttccaaattt
atcagccacce
ttaaatcaat

tgacatttaa
atccecegea
caaaacaaca
gtgtgcaccc

VP2 amino acid from

Gly
15

Gly
Phe Ser
Pro Tyr
Ser

Cys

Ile
80

Pro

Leu Asn

95

Tyr Gly

Ala Val

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
1699

337901



Lys

Thr

145

Tyr

Trp

Asn

Ser

Gly

225

Asn

Tyr

Phe

Met

Ser

305

Ser

Tyr

Ser

Gln

Gln

385

Tyr

Arg

Leu

Asp

130

Thr

Val

Val

Thr

Ala
210

Gly

Leu

Gly

Arg

Pro

290

Ser

Gln

His

His

Gly

370

Gly

Thr

Arg

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

Gln

195

Phe

Thr

Glu

Ser

Ser

275

Gly

Thr

Asn

His

Gly

355

Val

Leu

Asp

Ala

Asp
435

Thr

Arg

Gly

Phe

180

Gly

Tyr

Ala

Gly

Arg

260

Leu

Pro

Gly

Thr

Trp

340

Gln

Gly

Asn

Gln

Leu

420

Ser

Asn

Leu

Gln

165

Pro

Ile

Val

Thr

Cys

245

Leu

Thr

Leu

Ala

Arg

325

Asp

Thr

Arg

Met

Ile

405

His

Phe

Lys

Cys

150

Gly

Pro

Ser

Leu

Met

230

Ser

Gly

His

Val

Gly

310

Ile

Thr

Thr

Phe

His

390

Glu

Tyr

Lys

Thr

135

Met

Gln

Gln

Gly

Glu
215

Ser

Gln

Val

Glu

Asn

295

Lys

Ser

Asp

Tyr

Pro

375

Thr

Arg

Glu

Thr

Gly

Leu

Asp

Tyr

Asp

200

His

Tyr

His

Pro

Asp

280

Ser

Ala

Leu

Lys

Gly

360

Asn

Tyr

Proc

Ser

Gln
440

Val

Thr

Ala

185

Ser

Ser

Lys

Phe

Asp

265

His

Val

Leu

Arg

Tyr

345

Asn

Glu

Phe

Leu

Gln

425

Phe

Gly

Asp

Leu

170

Tyr

Lys

Ser

Phe

Tyr

250

Thr

Ala

Ser

Thr

Pro

330

Val

Ala

Lys

Pro

Met

410

Leu

Ala

29

Val

His

155

Aa

Leu

Lys

Phe

Pro

235

Glu

Leu

Ile

Thr

Gly

315

Gly

Thr

Glu

Glu

Asn

395

Val

Trp

Ala

Gln
140
Glu
Pro
Thr

Leu

Gln
220

Pro
Met
Gly
Gln
Lys
300
Leu
Pro
Gly
Asp
Gln
380
Lys
Gly

Ser

Leu

Val

Tyr

Glu

Val

Ala

205

Leu

Val

Tyr

Gly

Pro

285

Glu

Ser

Val

Ile

Lys

365

Leu

Gly

Ser

Lys

Gly
445

Thr

Lys

Leu

Gly

190

Ser

Leu

Pro

Asn

Asp

270

Gln

Gly

Thr

Ser

Asn

350

Glu

Lys

Thr

Val

Ile

430

Gly

Asp

Tyr

Pro

175

Asp

Glu

Gly

Pro

Pro

255

Pro

Asn

Asp

Gly

Gln

335

Ala

Tyr

Gin

Gln

Trp

415

Pro

Trp

Ser

Pro

160

Ile

Val

Glu

Thr

Glu

240

Leu

Lys

Phe

Ser

Thr

320

Pro

Ile

Gln

Leu

Gln

400

Asn

Asn

Gly

337901



Leu His
450

Gly Pro
465

Tyr Ala

Arg Lys

His Ala

Asp Ala
530

Trp Thr
545

<210> 36
<211> 20

<212> DNA

Gln

Ile

Val

Ala

Ala

515

Lys

Ala

Pro

Gly

Gly

Thr

500

Gly

Gln

Lys

Pro

Gly

Ile

485

Gly

His

His

Ser

Pro

Ile

470

Met

Arg

Leu

His

Arg
550

Gln
455

Lys

Thr

Trp

Pro

Arg
535

Val

<213> Artificial Sequence

<220>

Tle

Ser

Val

Asn

Tyr

520

His

His

Phe

Met

Thr

Pro

505

Val

Gly

Pro

Leu

Gly

Met

490

Gln

Leu

Tyr

Leu

30

Lys

Ile

475

Thr

Pro

Tyr

Glu

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 36

aggaagtttg ccggaagttc

<210> 37
<211> 20

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 37

gtgctgaaac tctaaaggtg

<210> 38
<211> 24

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 38

gacatggata tgaaaagcct gaag

<210> 38
<211i> 24

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

Ile Leu Pro
460

Thr Thr Leu
Phe Lys Leu
Gly Val Tyr

510

Asp Prc Thr
525

Lys Pro Glu

540

primer VP-5

primer VP-3

primer VP2-5

Gln

Val

Gly

495

Pro

Ala

Glu

Ser

Gln,

480

Pro

Pro

Thr

Leu

337901
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 39
gttgttcata tetggttaag tact

<210> 40

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Seqguence:

<400> 40
ataaatccat atactcatt

<210> 41

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 41
ctaaagtatc ctgaccttyg

<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Segquence;

<400> 42
ccegecttat gcaaatggge ag

<210> 43

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 43
ttgtgttagg ctgtecttata gg

<210> 44

<211> 54

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 44

337901

primer VP2-3

24
primer K-lsp

1%
primer K-2sp

19
primer Hicks-5

22
primer Hicks-3

22

primer NS1-5
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atactctcta gacaaaacaa aatggagcta tttagagggg tgcttcaagt ttet

<210> 45

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer NS1-3

<400> 45
gagtatgtcg acttactcat aatctacaaa gctttgcaat ccagacag

<210> 46

<211> 55

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VP1-5SN

<400> 46
atactcaagc ttacaaaaca aaatgaqgtaa agaaagtggc aaatggtggg aaagt

<210> 47

<211> 51

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VPALL-3

<400> 47
gagtatgtcg acttacaatg ggtgcacacg gcttttggct gtcecacaatt c

<210> 48

<211> 55

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VP2-55N

<400> 48
atactcaage ttacaaaaca aaatgacttc agttaattet gcagaagcca geact

<210> 49

<211> 43

<212> DWA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC1l

<400> 49
aaaadaaaadad aaaadaaaaaaa atccttaaca gcaatttctg ata

<210> 50
<211> 39
<212> DNA

337901

54

48

55

51

43
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC2

<400> 50
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa cgccctgtag tgctgtcag

<210> 51
<211> 42
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC3

<400> 51
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa tatacccaaa taggaagttc tg

<210> 52

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC4

<400> 52
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa taaaatgcetg attcttcact tge

<210> 53

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sedquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPCS

<400> 53
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa tgctgtacct cctgtaccta

<210> 54

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC6

<400> 54
aanaaaaaaaa aaaaaaaaaa agccctctaa attttcetggg

<210> 55

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: VSPC7

337901

39

42

43

40

40



337901

- 34
<400> 55 -
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa ctcctaatgt gtcaggaacc 40
<210> 56
<211> 51
<212> DNA

<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VSAl

<400> 56
aattctaata cgactcacta tagggagaag gccatatact cattggactg t 51

<210> 57

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VSAZ2

<400> 57
aattctaata cgactcacta tagggagaaqg gccagagcac cattataa 48

<210> 58

<211> 48

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VSA3

<400> 58
aattctaata cgactcacta tagggagaag gcacaatgcc agtggaaa 48

<210> 58

<21l1> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VSP2

<400> 59
gtgetgaaac tctaaaggt 19

<210> 60

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer VSPL

<400> 60
ggaggcaaaqg gtttgca 17

<210> 61
<211> 20



<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> misc_

<222> [1)
<223> where

phosp
<220>
<221> misc
<222>
<223> where

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> b6l
cccatggaga

<210> 62
<211> 700
<212> DNA

feature

'c' is modified 5'

horamidite

feature

(20)
't' is modified 3

tatttagatt

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 62

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteecgeoag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggagtacaag
aagtacccat

<210> 63
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagqg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctqg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceeg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcattta
agaaattgct
cactaccggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 63

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcgeecgeag
agtcccataa
titttttcac

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaaqgg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattectgea
gtggagtgag
tttaatteea
ccacaatgece
aacccecatgg
tcagcactta

35

with DABCYL

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaact
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatacttag
attgaaaatt

with flucrescein

primer VSPPRI1

isolate CHBO0O-1

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagqg tgcagctgcc
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg aggggggggc
ttagtgeccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatgc tttaaatttg
atggaagtat agctcctgat
ttacagacaa aactggaggg
tgttagtaga ccatgaatac

isolate CHB1-3

ttttaaaaaa tataaaaaat
ctttaaaagg tgcagctgcec
cttacaacgc ctcagaaaaa
ctggtgcagg agyggggggc
ttagtgccaa ctctgtaact
agcaccatta taaggtgttt
aggcaaaggt ttgcaccatt
attttaatge tttaaattta
atggaagtat agctecctgat

20

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540

337901
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gctttaactg taaccatatc agaaattgct gttaaggatg ttacggacaa aactggaggg 600
ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgca tgttagtaga ccatgaatac 660
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 64

<211> 700
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL1-4

<400> 64

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececgeag
agtceccataa
ttttttteac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 65
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagyg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagaqgtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgea
gtggagtygag
tttaattcceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagecactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 65

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tecteoceoegeag
agtcccataa
tttttttcac
gcetttaactg

ggggtgcagy
aagtacccat

<210> 66
<211> 740
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgececg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcc
aacccecatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 66

gatgaagagc
gactacttta
gaagtteccg
gaagccageca
ggggcecactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttecceg
gaagccagca
ggggecactt
tatgaccrag
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaqgqgt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgcece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL2-1

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
4gg9ggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgecaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19SCL3-1

700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat 60

gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg tgcagctgecco 120
cctgtggece attttcaagg aagtttgecg gaagttecccg cttacaacge ctcagaaaaa 180

337901



tacccaagca
agtaatccectyg
tgtacatttt

tctececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactyg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 67
<211> 700
<212> DNA

tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt

caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatec
ttactgacag
atgtgttagg

taattctgea

gtggagtgag
tttaattcca

ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaagqgtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

37

gaagccagca
ggggccacitt
tatgacccag

agtggaaagg
agatatittag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta

aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

aggggggggce
ctctgtaact

taaggtgttt

ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

<223> Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL4-3

<400> 67

ataaatccat
gaaactgggt
cctgltggecee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccegeag
agtcccataa
tttttttcac
getttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 68
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaaqgg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgeca
gtggagtgag
tttaattecea
ccacaatgece
aaccccatgg
tcagecactta
agaaattgct
cactacaggg
gecaaqggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 68

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 69
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattectgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagttecceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attqgaaaatt
gttaaggatg
cagcctatgea
gatactttag

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgeagy
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctqgcece
ctcagaaaaa
agggggggagc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecctgat

aactggaggyg
ccatgaatat

isolate B139SCL5-2

tataaaaaat
tgcagctgcece
ctcagaaaaa
agggggggge
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcetgat

aactggaggg
ccatgaatat

240
300
360

420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

i20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

337901
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<223> Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL6-2

<400> 69

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tectceegeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtgcagy
aagtacccat

<210> 70
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tecagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 70

ataaatccat
gaaactggglt
cctgtggeec
tacccaagca
agtaatectg
tgtacatttt
tecteeeqgeag
agtceccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgeagg
aagtacccat

<210> 71
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgece
aaccccatqgqg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcaqg

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 71

ataaatccat
gaaactagggt
cctgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgagatactc
ctttagagtt

taaccatatc
ttactgacag

atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgeeg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgece
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagcea
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggeccactt
tatgaccecag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

ttttaaaaaa
ctttaaaagqg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgecaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagetgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgtit
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaagg
ccatgaatat

Description of Artificial Sequence: isclate B195CL7-3

tataaaaaat
tgcagctgcee
ctcagaaaaa
agggggggygc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19SCL8-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgecagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
gttttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgecagctgec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

337901



<210> 72
<211> 700
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 72

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagcea
agtaatecctg
tgtacatttt
tctececegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 73
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcaat
tcaaaagcat
ccagacagtt
ccagtagetg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<4Q0> 713

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtccecataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 74
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttecaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatec
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgeccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcee
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Segquence

<220>
<223>

<400> 74

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctyg

tgtacatttt
tetceegeag

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagqg
tgacttcagtl
tgaaaagcat

ccagacaatt
caagtagctg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgcea
gtggagtgag

tttaattceca
ccacaatgcc

39

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatacttitag

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacitta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggcecactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttaqg

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactactitta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt

tatgacccag
agtggaaagg

isolate B19SCL9-1

ttttazaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggth
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
agggggggge
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctectgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B195SCL9-9

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagy
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagectgec
ctcagaaaaa
agqggggggge
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19SCL10-2

ttitaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagyg
ttagtgccaa

agcaccatta
aggcaaaggt

tataaaaaat
tgcagctgcece
ctcagaaaaa

aggggggggc
ctctgtaact

taaggtgttt
ttgcacecatt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300

360
420

337901



agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 75
<211> 700
<212> DNA

tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtecag

<213> Artificial Seguence

<220>

4

agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 75

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgecag
agtcccataa
ttttittcac
gctttaactg

ggggtgceagg
aagtacccat

<210> 76
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccyg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 76

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tecteccgeag
agtccgataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcaag
aagtaccecat

<210> 77
«<211> 700
«<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagqg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceccg
taattectgeca
gtggagtgag
tttaattecca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cagtacaggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Seqguence

<220>

<223>

<400> 77

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggeccactt
tatgaccecag
agtggaaagg
agatatttag
atitgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttat

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence:

0

attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tttaaattta
agctcectgat

aactggaggqg
ccatgaatat

isclate B19SCL11-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgeagy
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgecagectgcee
ctcagaaaaa
ag9gggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B193CLl12-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagetgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtgact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecctgat

aactggaggg
ccatgaatac

isclate B19SCL13-3

480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tatazaaaat 60

337901



gaaactgggt
cctgtggeccc
tacccaagea
agtaatcctyg
tgtgcatttt
tctcececgecag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 78
<211> 100
<212> DNA

ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 78

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tetceecgeag
agtcccataa
ttttttteac
gctttaactg

ggggtgcadg
aagtacccat

<210> 79
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctqg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcea
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 79

ataaatcecat
gaaactgggt
cctgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecegeag
agtceccataa
tttttttecac
gctttaactg
ggggtgcagg

aagtacccat

<210> 80
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag

atgtgitagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggqg

gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

41

gactacitta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccageca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgaccecag
agtggaaaqgg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea

gatactttag

ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tgcagctgcce
ctcagaaaaa
agggggygggc
ctctgtaact
taaggtgtit
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19SCL14-1

ttttaaaaaa
ctttaaaaqgg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaqgt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctectgat
aactggagygyg
ccatgaatat

isplate B19SCL15-3

ttttaaazaa
ctttaaaaqgg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagectgece
ctcagaaaaa
agggdaggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggyg
ccatgaatat

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
ig0o
240
300
360
420
480
540
600
660

700

337901



<220>

42

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 8¢

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagcea
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteceecgeag
agtcccataa
tttEttttcac
gctttaactg

ggggtgcagyg
aagtacccat

<210> 81
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagqg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactec
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagyg

gactgtageca
agtagtaaaa
aagtttgeccg
taattetgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 81

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 82
<211> 700
<212> DNA

atacttattg
ttcaagcaca
attttcaagq
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>
<223>

<400> 82

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece

tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg

atactecattg
ttcaagcaca
attttcaagqg

tgacttecagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatate
ttactgacag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg

taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagy
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgceca
gatactttat

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceccg
gaagccagcea
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatyg
cgcctatgea
gatactttag

Description of Artificial Sequence:

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg

gaagccecagcea
ggggccactt
tatgacccag
agiggaaaqg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgccetatgea

isolate B19SCL16-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagyg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagectgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19S5CL17-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgcecaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgecaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B195CL18-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc

ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagectgee
ctcagaaaaa

aggggggggc
ctetgtaact

taaggtgtit
tigeaccatt
tttaaattta
agctectgat

aactggaggg
ccatgaatat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60
120
180

240
300
360
420
480
540
600
660

337901



43

aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 83
<211> 700
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 83

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgcag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 84
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgecc
aaccccatgg
tcagecactta
agaaattgct
cactacagqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Secquence

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagtteceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttaqg

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 84

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatecctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactyg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 85
<211> 700
<212> DNA

atactcattqg
Ltcaagcaca
attttcaaqqg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagcetg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacaq
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgyg
tcagecactta
agaaattgct
cactacaggqg
gcaaggtcag

<213> Artificial Sequence

<220>

gatgaagagce
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagcea
ggggcecactt
tatgacccaqg
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgca
gatactttag

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 85

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaatteca

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

isolate B19SCL18%-1

tataaaaaat
tgcagetgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcectgat
aactggaggyg
ccatgaatat

isclate B19SCL20-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaazat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
a9gggggggc
ctectgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agcteetgat

aactggaggg
ccatgaatat

isolate B19SCL21-3

ttttaaaaaa

ctttaaaagg

cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt

700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360

337901
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tctcecegecag caagtagetg ccacaatgec agtggaaagqg aggcaaaggt ttgcaccatt
agtcccataa tgggatactc aaccccatgg agatatttag attttaatge tttaaattta
tttttttcac ctttagagtt tcagcactta attgaaaatt atggaagtat agctcectgat
gctttaactg taaccatatc agaaattgct gttaaggatg ttacggacaa aactggaggg
ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgca tgttagtaga ccatgaatat
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 86

<211> 700

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL22-11

<400> 86

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg tgcagctgcc
cctgtggece attttecaagg aagtttgeccg gaagttcceg cttacaacge ctcagaaaaa
tacccaagceca tgacttcagt taattctgeca gaageccageca ctggtgcggg aggggggggce
agtaatcctg tgaaaagcat gtggagtgag ggggccactt ttagtgccaa ctectgtaact
tgtacatttt ccagacaatt tttaattcca tatgacccag agcaccatta taaggtgttt
tcteccecgecag caagtagetg ccacaatgcec agiggaaagg aggcaaaqggt ttgecaccatt
agtcccataa tgggatactc aaccccatgg agatatttag attttaatge tttaaattta
tttttttcac ctttagagtt tcagcactta attgaaaatt atggaagtat agctecctgat
gctitaactg taaccatate agaaattget gttaaggatg ttacggacaa aactggaggg
ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgeca tgttagtaga ccatgaatat
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 87

<211> 700

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: isolate B19SCL2-14

<400> 87

ataaatccat atactcattqg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg tgcagetgcee
cctgtggece attttcaagg aagtttgecg gaagttcceg cttacaacge ctcagaaaaa
tacccaageca tgacttcagt taattctgeca gaagccagca ctggtgcagg agggggggge
agtaatcctg tgaaaagcat gtggagtgag ggggccactt ttagtgccaa ctctgtaact
tgtacatttt ccagacaatt tttaattcca tatgacccag agcaccatta taaggtgttt
tctccecgecag caagtagetg ccacaatgece agtggasagg aggcaaagght ttgecaccatt
agtcccataa tgggatactc aaccccatgg agatatctag attttaatge tttaaattta
tttttttcac ctttagagtt tcagcactta attgaaaatt atggaagtat agctcctgat
gctttaactg taaccatatc agaaattgct gttaaggatg ttacggacaa aactggaggg

ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgeca tgttagtaga ccatgaatat
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 88

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: primer Vpara 8

<400> 88

420
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540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
700

337901



tccatatgac ccagagcacc a

<210> 89
<211> 19
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 89
tttccactgg

<210> 90
<211> 21
<212> DNA

cattgtggc

<213> Artificial Sequence

<220>

45

<223> Description of Artificial Sequence:

control

<400> 80

agctagacct gcatgtcact g

<210> 91
<211> 26
<212> DNA

<213> Artificial Sedquence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

<400> 91

ctacttgetg cgggagaaaa acacct

<210> 92

<211> 681
<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> Description of Artificial Segquence:

<400> 92

gaattcactt
acagtgacat
ccattagtce
atttattttt
ctgatgcttt
gagggggggt
aatataagta
tttgggtata
gaatttctgg
acagttettt
cagtgccecc
tatacggatc

gtacattttc
gcaggtctag
cataatggga
ttcaccttta
aactgtaacc
gcaggttact
cecatatgtyg
ctttcceecct
agacagcaaa
tcagctttta
agaaaattta
cegetgtega

cagacaattt
ctetgecaca
tactcaaccc
gagtttcagce
atatcagaaa
gacagcacta
ttagggcaag
caatacgctt
aaattggcaa
ggtacaggag
gagggctgca
c

ttaattccat
atgecagtgg
catggagata
acttaattga
ttgctgttaa
cagggegecet
gtcaagatac
acttaacagt
gtgaagaatc
gtacagcaac
gtcaacactt

substitute sequence

atgacccaga
aaaggaggeca
tttagatttt
aaattatgga
ggatgttacg
atgcatgtta
tttageccea
aggagatgtt
agcattttat
tatgtecttat
ttatgaaatg

primer Vpara 9

target seguence

internal control

gcaccattat
aaggtttgea
aatgctttaa
agtatagctce
gacaaaactg
gtagaccatg
gaacttccta
aacacacaag
gttttggaac
aagtttcctc
tacaacccct

21

19

in the internal

21

26

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
681

337901
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