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Oslabeny eurépsky PRRS virus, nukleotidova sekvencia kédujica virus, spdsob
generovania infek&ného Zzivého oslabeného PRRS virusu, bunkova linia a

farmaceuticky prostriedok s jeho obsahom a jeho pouzitie

Oblast techniky

PredloZzeny vynédlez sa tyka Zivych oslabenych eurépskych PRRS virusov,
ktore su oslabené prostrednictvom nukleokyselinovych mutacii v Specifickych
miestach. Vynalez sa tyka aj nukleotidovych sekvencii kodujlcich uvedené virusy,
spésobov  generovania takychto virusov a farmaceutického prostriedku
obsahujiceho uvedené PRRS virusy a pouzitia PRRS virusu na vyrobu vakciny na

profylaxiu a lieCenie PRRS infekcii.

DoterajSi stav techniky

Reprodukény arespiratny syndrébm os$ipanych (PRRS) je spdsobeny
obalenym RNA virusom s pozitivnym vlaknom z &elade Arteriviridae (Snijder E.J.,
Meuleberg J.J.M. 1998. ,The molecular biology of arteriviruses®. Journal of General
Virology 79(5): 961-971). Pred priblizne 10 a2 15 rokmi sa objavili dva rozdielne
PRRS virusové kmene ocividne nezavisle v USA a Europe. Ochorenie je teraz
endemické v mnohych krajinach produkujticich o$ipané v Severnej Amerike, Eurépe
a Azii. Stale je hlavnou priginou reprodukénej straty a respiraéného ochorenia
u osipanych. V USA sa prevalencia infekcie odhaduje na do 70 %.

Virus sa prenasa inhalovanim, prehltnutim, koitom, ranami po uhryznuti
alebo ihlami. Replikuje sa v slizni¢nych, placnych alebo regionalnych makrofagoch.
Subklinicky ochorenie vedie k odozneniu alebo k trvalej infekcii. Trvalo infikované
zvierata vylucuja virus do oralnych/hltanovych tekutin, krvi, vykalov, mo&u a spermy.
Klinické symptémy u prasnic sGvisia s potratmi alebo s predéasnymi vrhmi so
slabymi novonarodenymi prasiatkami, mftvonarodenymi prasiatkami a auto-
lyzovanymi plodmi. Infikované novonarodené prasiatka maji vysokd Umrtnost

atrpia na pneumoéniu. Nasledné oSetrovanie achov prasiatok je komplikovany
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pneumoniou, paralelnymi bakterialnymi infekciami a zvy8enou Umrtnostou. Kance
sU nachylné na hortic¢ku a morfologické zmeny v sperme.

Ako u v8etkych arterivirusov je PRRS virusovym genémom jednovlaknova
pozitivna RNA molekula s diZkou priblizne 15 kilobaz. ORF's (otvoreny &itaci ramec)
1a a 1b kéduju replikdzy, ORF's 2 az 5 udajné glykoproteiny (gp 1 az 4), ORF 6
koduje membranovy protein (M) a ORF 7 kéduje nukleokapsidovy protein (N).

P6vodné opisy PRRS infekcie v USA (WO 93/03760, izolat ATCC VR-2332,
uloZzeny 18. jula 1991 v American Type Culture Collection v Rockville, Maryland,
USA, NCBI GeneBank pristupové ¢&islo U 87392 U00153) av Eurdpe (WO
92/21375, izolat Lelystad agent (CDI-NL-2.91), pristupové &islo CNCM 1-1102,
ulozeny 5. juna 1991 v Pasterovom inétitite v Parizi; NCBI GeneBank pristupové
Cisla M 96262 [gi:11125727, C 002533 [gi:11138120]) identifikovali virusy, ktoré
maju genomické a serologické rozdiely. Porovnanie demonstrovalo, ze oba maji
spolo¢ného predka, ktory sa rozdelil pred tym, ako bolo klinické ochorenie opisané,
na konci osemdesiatych rokov. Boli publikované kompletné genomické sekvencie
pre mnozstvo PRRS virusov a ich kompletné oblasti kddujice Strukturalne proteiny
(Snijder a dalsi, vyssie; Meulenberg J.J.M., Hulst, M.M. a dal$i, 1993. Lelystad virs,
the causative agent of porcine epidemic abortion and respiratory syndrome...,
Virology 1992, 62-72; Conzelmann K.K., Visser N., Van Woensel P., Thiel H.J.,
1993. Molekulova charakterizacia virusu reprodukéného a respiraéného syndrému
osipanych, €lena arterivirusovej skupiny, je uvedend vo Virology 103, 329-339;
Murtaugh M.P., Elam M.R., Kakach L.T., 1995. Porovnanie sekvencii kédujacich
Strukturalne proteiny VR-2332 a Lelystad virusovych kmefiov PRRS virusu je
uvedené v Archives of Virology 140, 1451-1460; Kapur V., Elam M.R., Pawtovich
T.M. Murtaugh M.P., 1996: Genetic variation in porcine reproductive ad respiratory
sydrom virus isolates in the midwestern United States, Journal of General Virology
77,1271-1276).

PRRS virus sa méze replikovat in vitro v prasacich plicnych makrofagoch,
monocytoch, gliovych bunkach advoch MA-104 bunkovych subpopuléaciach
(embryonické opicie oblickové bunky) znamych ako CL-2621 a MARC-145 (K.D.
Rossow, Porcine reproductive ad respiratory syndrome, Vet Pathol 35:1-20, 1998).
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Rekombinantné prostriedky na generovanie infekénych PRRS klonov s dostupne
(EP 0839912).

Na ochranu o$ipanych s komeréne dostupné Zivé oslabené PRRS vakciny
(RespPRRS/Ingelvac® PRRS MLV, Boehringer Ingelheim). Usmrtené vakciny
(uplne inaktivovany viru) alebo podjedotkové vakciny (bezne purifikovane
a heterolégne exprimované purifikované virusové proteiny) s Casto hor$ej kvality
ako zivé vakciny, ¢o sa tyka ich uginnosti pri produkovani Gplnej ochrannej imunitnej
reakcie aj v pritomnosti adjuvans. Pre PRRS bolo demonstrované, Ze v porovnani
s usmrtenymi vakcinami, ktoré st v su¢asnosti dostupné, indukuju oslabené vakciny
imunitu vo&i ochoreniu, ktora trva dihsie a je Gcinnejsia (Snijder a dalsi, citované
vysSie). Sucasné 2Zivé PRRS vakciny su oslabované zvyCajne sériovym
pasazovanim virusu na vhodnych hostitelskych bunkach, az kym sa nestrati
patogénnost (American kmef: EP 0529584; eurépsky kmeii: EP0676467;, EP
0835930).

Sugasné zivé PRRS vakciny stale nechavaju priestor na zlepSovanie. Za
prvé, nezabrafuju opéatovnej infekcii. Za druhé, neumoZiuju serologické
rozliovanie medzi o¢kovanymi zvieratami a zvieratami infikovanymi prirodzenym
virusom. Okrem toho, Ziva vakcina zahfiia teoretické riziko reverzie na neoslabeny
fenotyp. Najma RNA virusy, ako je PRRS virus, si povazované za virusy, ktoré
maju vysoké podiely mutacie v désledku nepresnej replikacie RNA genomu, ktora je
spOsobena chybanim kontrolného ¢&itania pri RNA replikanom enzyme. Pri
zvyéajnom izolovani oslabenych virusov ziskanych beznym viacnasobnym
pasaZovanim ostava neznamy molekulovy pdvod, ako aj genetickéa stabilita, a znaky
revertantov sa nedaju predpokladat.

TakZe problémom, ktory riesi vynalez, je poskytnutie zlepSenych PRRS
virusovych kmefiov, ktoré mézu byt pouZité na vyrobu vakcin, ktoré prekonavaju

nevyhody predchadzajiceho stavu techniky.

Podstata vynalezu

Pred opisom uskutoéneni predlozené vynélezu sa musi poznamenat, Ze

jednotné &islo pouzivané v opise a v pripojenych narokoch zahffia aj mnozné Cislo,
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ak z kontextu jasne nevyplyva inak. TakZe napriklad vyraz ,PRRS virus* zahfiia
mnozstvo takychto PRRS virusov, vyraz ,bunka“ zahffia jednu alebo viacero buniek
aich ekvivalenty zname priemernému odbornikovi v oblasti a tak dalej. Ak nie je
definované inak, vSetky tu pouzivané technické a vedecké pojmy maju rovnaky
vyznam, ako je zvyCajne chapany priemernym odbornikom v oblasti, do ktorej
spada vynalez. Hoci akékolvek spdsoby a materidly podobné alebo ekvivalentné tu
opisanym spdsobom a materidlom sa moézu pouzit pri uskutodiiovani alebo
testovani predlozeného vynalezu, teraz budd opisané vyhodné spésoby, zariadenia
a materialy. VSetky tu uvedené publikacie si tu zaélenené prostrednictvom ich
citacii na ucely opisovania a ilustrovania bunkovych linii, vektorov a metodolégii,
ktoré su zverejnené v dokumentoch, ktoré by mohli byt pouzité v spojitosti
s vynalezom. Ni¢, ¢o je tu uvedené, nembze byt povazované za pripustenie, Ze
vynalez nema pravo byt povaZovany za novy vzhladom na opis v predchadzajiicom
stave techniky.

Podstatou vynalezu je oslabeny europsky PRRS virus kédovany nukleovou
kyselinou obsahujiocou ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 a ORF7 aich
subtypy, ako napriklad ORF1a a ORF1b alebo ORF2a a ORF2b, ktory je
charakteristicky tym, ze:

a) ORF2 obsahuje v polohach 11915-11935 aspofi jeden z nukleotidov ako su
uvedené v tabulke 1:

AITIGIAICICIA|IGIAIAICIGIAI|A|GI|A |G |T |C|T |C
C|ICIA|C|T|T|C|A|CI|CIA|A|C|CIA|C|A|CI|A|C |A
G|G|T |IGIAIA|G|T |G|G|G|T |G |G |T |G |T |G |T |G |T
a v polohach 12037-12057 aspon jeden z nukleotidov ako su uvedené v tabulke 2

T|G|T |T |AJAJA|C|G|T CIA|G|T |T |C |G |T |G |G |G
C|A|C|C|C|C|CI|T |A|C|T |C|A|C|C|T |A|C |A|A A
G|T|IGIG|G|G|G|A|T|G|AI|G|T |G|G|A|T |G |T [T |T
a v polohach 12058-12078 aspon jeden z nukleotidov ako st uvedené v tabuflke 3

TJAJA|C|C|C|A|T |AICIAJ|AJA|A|C|C |G |T |G|T |A
c |c|C|T |T |T |C|C|C|T |C|C|C|C|T |T |A|C|A |C|C
GIG|IGIAIAIAIGIG|IGIA|G|G|GI|GI|A|A|T |G |T |G |G

a/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
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b) ORF3 obsahuje v polohach 12660-12680 asponi jeden z nukleotidov ako su

uvedené v tabulke 4:

CIAJA|CIA|A|T |T |A|CI|A|GI|G|T |A|G|G|G|C |A |G

o
>
>
>
—
o
>

T |C |C|T |[Ci{C |C|C|C|T |C|A |A |C

A|GI|IG|IAI|G|G|G |G |G|A |G |T T |G|G|T T |T |A |G |T

al/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
c) ORF5 obsahuje v polohach 13684-13704 aspoii jeden z nukleotidov uvedenych
v tabuftke 5:

C|IT|IG|IGIAJA|A|C|AICI|G|A A A |T |G |G |G |C |C|A

)
>
>
>
—
-
9}

T|C|AJ|]A|C|C|C|T |C|T |A|C|C|C

A|GITI|IT|IG|G|G|A|GI|A|T |G |G |G |G |T |T |T |A|A |G

a/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach).

Prekvapujico sa zistilo, 2e PRRS virusy obsahuja S$pecifické miesta
v jednotlivych virusovych proteinoch, ktoré ked st mutované, vedu k oslabenému
fenotypu v porovnani s pévodnym viruletnym prirodzenym terénnym kmefiom.
Evoluény tlak na tieto miesta, ktoré sa odteraz nazyvaja ,virulentné Specifické
miesta“ alebo sa jednoducho oznaluju ako ,miesta podla vynalezu® alebo len
,miesta“, je obrovsky. Predpoklada sa, ze tieto miesta sa vo vSeobecnosti podielali
na procese vedicom k oslabeniu vakcinovych kmerfiov podobnych s eurépskym
PRRSV. Tieto miesta, uvedené v tabufkach 1 az 5, su $pecifické pre europske
kmene (3tandardny Lelystad Agens CNCM 1-1102 je brany ako referencny typovy
kmeni) a nie su zdielané s US kmermi PRRS virusov.

Dalej sa vynalez tyka oslabeného eurdpskeho PRRS virusu, v ktorom je
aspon jedna zo sekvenénych &asti zodpovedajucich sekv. €. 25, 26, 27, 28 alebo 29
mutovana v jednej, dvoch, troch alebo vo viacerych polohach, az maximéalne do
desat mutacii. Miesta v sekv. &. 25, 26 a 27 su lokalizované v ORF2 (polohy 130-
150, 252-272, respektive 273-293 na obrazku 1), miesto vsekv. C. 28 je
lokalizované v ORF3 (poloha 267-287 na obrazku 3) a miesto vsekv. €. 29 je
lokalizované v ORF5 (poloha 201-221 na obrazku 4). Uvedené sekvencné Casti
predstavuj virulentné $pecifické miesta podfa vynalezu. KedZe PRRS virus je RNA
virus s pozitivnym vlaknom, bude obsahovat zodpovedajucu RNA sekvenciu

namiesto DNA sekvencii uvedenych v zoznamoch sekvencii, tzn. bude obsahovat
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uracil (U) v polohach oznadenych ako tymin (T) v zoznamoch sekvencii, a ribozu
namiesto deoxyribozy.

Je zrejmé, Ze oslabeny eurdpsky PRRS virus podfa vynalezu obsahuje
genomickl RNA obsahujicu sekvencéné Casti zodpovedajlice DNA sekvenciam so
sekv. €. 25, 26, 27, 28 alebo 29, pricom aspofi jedna z uvedenych sekvenénych
Casti sa liSi od citovanych sekvencii aspof jednou mutaciou. V tomto kontexte
znamena vyraz ,zodpovedajuci’ to, Ze virus podla vynalezu obsahuje sekvenéné
Casti, ktoré mézu byt zosuladené s referenénymi sekvenciami prostrednictvom
Standardného zostladovacieho algoritmu, ako napriklad BLAST (Altschul, S.F.,
Gish, W., Miller, W., Myers, E.V. & Lipman, D.J. (1990) ,Basic local alignment
search toll.“ J. Mol. Biol. 215:403-41; Gish, W. & States, D.J. (1993) ,Identification of
protein coding regions by database similarity search.” Nature Genet. 3:266-272;
Madden, T.L., Tatusov, R.L. & Zhang, J. (1996) ,Applications of network BLAST
server Meth. Enzymol. 266:131-141; Zhang, J. & Madden,T.L. (1997)
.PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or automated
sequence analysis and annotation.” Genome Res. 7:649-656; Altschul, Stephen F.,
Thomas L. Madden, Alejandro A. Schiffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller, a David J. Lipman (1997), ,Gapped BLAST and PSI-BLST: a new generation
of protein databasesearch programs®, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402).
Sekvenéné polohy, ktoré st prostrednictvom takéhoto algoritmu sparované, su si
navzajom ,zodpovedajuce”.

Pri takomto zosulladeni by sa prislusné mutované sekvenéné Casti virusu
potom mali lisit’ od zodpovedajlcej referencnej sekvencie (,miesta“, tzn. bud' sekv.
¢. 25, 26, 27, 28, alebo 29) v jednej, dvoch, troch alebo viacerych polohach,
maximalne v desiatich polohach. Vyhodne je virus podla vynalezu mutovany vo
vsetkych piatich citovanych sekvenénych polohach (miestach). Vyhodne je (su)
mutacia (mutacie) substiticiou (substiticiami) a/alebo deléciou (deléciami). Vo
vyhodnych uskutoCneniach je vysledkom mutacii zmena v aminokyselinove;j
sekvencii (sekvenciach) proteinu (proteinov) kédovaného prislusnym ORF(s).

Dalej predloZzeny vyndlez sa tyka oslabeného eurdpskeho PRRS virusu
majuceho ORF2, ktory obsahuje sekvenénu ¢ast zodpovedajlcu sekv. &. 25, pricom

triplet zodpovedajtici poloham 10 az 12 sekv. &. 25 je mutovany. Vyhodne uvedeny
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triplet nekéduje fenylalanin. Vyhodne uvedeny triplet kéduje ini aminokyselinu. Vo
vyhodnom uskutoéneni uvedeny triplet koéduje serin. Vyhodnejsie, nukleotid
zodpovedajuci polohe 11 v sekv. &. 25 je C. TakZe vo vyhodnom uskutoneni ma
oslabeny eurdpsky PRRS virus ORF2 kodujuci protein, ktory nema fenylalanin
v polohe 47 (alebo v zodpovedajlcej polohe pri BLAST zosuladovani). Uvedeny
protein ma namiesto toho v tejto polohe vyhodne serin.

Dalej predloZzeny vynalez sa tyka oslabeného eurépskeho PRRS virusu
majliceho ORF2, ktory obsahuje sekvenénl ¢ast zodpovedajucu sekv. €. 25, pricom
triplet zodpovedajuci poloham 10 az 12 sekv. €. 26 je mutovany. Vyhodne uvedeny
triplet nekdduje valin. Vyhodne uvedeny triplet kéduje inG aminokyselinu. Vo
vyhodnom uskutoéneni uvedeny triplet koduje fenylalanin. Vyhodnejsie, nukleotid
zodpovedajuci polohe 10 vsekv. & 26 je T (respektive Uv RNA). TakZze vo
vyhodnom uskutoneni ma oslabeny eurdpsky PRRS virus ORF2 kédujuci protein,
ktory nema valin v polohe 88 (alebo vzodpovedajiucej polohe pri BLAST
zosuladovani). Uvedeny protein ma namiesto toho vtejto polohe vyhodne
fenylalanin.

Dalej sa predloZzeny vynalez tyka oslabeného eurdpskeho PRRS virusu
majuceho ORF2, ktory obsahuje sekvencnu ¢ast zodpovedajucu sekv. €. 27, pricom
triplet zodpovedaijtci poloham 11 az 13 sekv. ¢. 27 je mutovany. Vyhodne uvedeny
triplet nekdduje fenylalanin. Vyhodne uvedeny triplet kéduje ini aminokyselinu. Vo
vyhodnom uskutoéneni uvedeny triplet koduje leucin. Vyhodnejsie, nukleotid
zodpovedajuci polohe 11 v sekv. &. 27 je C. Takze vo vyhodnom uskuto¢neni ma
oslabeny eurdpsky PRRS virus ORF2 kodujuci protein, ktory nema fenylalanin
v polohe 95 (alebo v zodpovedajlcej polohe pri BLAST zosuladovani). Uvedeny
protein ma namiesto toho v tejto polohe vyhodne leucin.

Dalej sa predloZzeny vynalez tyka oslabeného eurdpskeho PRRS virusu
majuceho ORF3, ktory obsahuje sekvenénl ¢ast zodpovedajlicu sekv. €. 28, priCom
triplet zodpovedaijtici poloham 11 az 13 sekv. &. 28 je mutovany. Vyhodne uvedeny
triplet nekdduje serin. Vyhodne uvedeny triplet kéduje ind aminokyselinu. Vo
vyhodnom uskutoéneni uvedeny triplet koduje prolin. Vyhodnejsie, nukleotid
zodpovedajici polohe 11 v sekv. ¢. 28 je C. TakZze vo vyhodnom uskutoér)eni ma

oslabeny eurdépsky PRRS virus ORF3 kédujlci protein, ktory nema serin v polohe
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93 (alebo v zodpovedajucej polohe pri BLAST zostladovani). Uvedeny protein ma
namiesto toho v tejto polohe vyhodne prolin.

Dal3i predmet predlozeného vynalezu sa tyka oslabeného eurépskeho PRRS
virusu majuceho ORF5, ktory obsahuje sekvenénu ast zodpovedajicu sekv. &. 29,
pricom triplet zodpovedajuci poloham 11 az 13 sekv. &. 29 je mutovany. Vyhodne
uvedeny triplet nekoduje leucin. Vyhodne uvedeny triplet koduje ind aminokyselinu.
Vo vyhodnom uskutoéneni uvedeny triplet koduje fenylalanin. Vyhodnejsie,
nukleotid zodpovedajuci polohe 11 v sekv. &. 29 je T (alebo U v RNA). TakZe vo
vyhodnom uskuto&neni ma oslabeny eurépsky PRRS virus ORF5 kédujaci protein,
ktory nema leucin v polohe 71 (alebo v zodpovedajucej polohe pri BLAST
zosuladovani). Uvedeny protein ma namiesto toho v tejto polohe vyhodne fenyl-
alanin.

Zivé PRRS vakciny zaloZené na eurdpskych kmefioch oslabenych
prostrednictvom definovanych mutacii a/alebo delécii umoznuji vyhnat sa
nevyhodam su¢asnej generacie oslabenych vakcin. Ak oslabeny kmer nesie
definované a zname mutéacie, méze byt jednoducho analyzovany z hfadiska kvality
a genetickej stability. Moznost zaviest definované delécie a/alebo substitucie,
najma ako dvojité alebo viacnasobné mutacie, zniZuje pravdepodobnost reverzie na
neoslabeny alebo virulentny fenotyp. Dal$ia vyhoda oslabovacich mutacii spoéiva
v ich znamej molekulovej unikatnosti, ktora umoziiuje ich pouzitie ako rozli$ujicich
znaciek pre oslabené PRRS virusy na ich odliSenie od terénnych PRRS virusov.
S miestami identifikovanymi v predloZenom vynaleze je moZné generovat bezpeéné
a mieste Specificky oslabené virusy. Takéto virusy sG uZitoéné na pripravu
bezpeclnej Zivej vakciny na pouzitie na prevenciu a/alebo lie¢enie PRRS infekcii.

PredloZzeny vynalez sa tyka oslabenych eurépskych PRRS kmerfiov
a sposobov ich produkcie. V tomto kontexte vyraz ,oslabeny“ znamena, Ze
virulentny kmen je alebo bol modifikovany takym sposobom, Ze je menej virulentny
alebo patogénny ako bol pred modifikaciou. Konkrétne, ,oslabeny* znamena, Ze
virus ma vyznamne zniZzenl schopnost spésobovat klinické ochorenie, hoci je stale
schopny replikovat sa v hostitelovi. Vyhodne je virulencia alebo patogénnost
znizena na uroven, ktora robi virus akceptovatefnym na podavanie vo forme

vakciny. Vo vyhodnom uskutoéneni je virus oslabeny vtakom rozsahu, Ze
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nespdsobuje klinické ochorenie, hoci je stale schopny replikovat sa v hostitelovi.
Takto oslabeny kmefi je idealnym agensom na ockovanie, pretoZze replikacia
v hostitelovi zaruéuje stimulaciu rychlej a vynikajucej imunologickej reakcie. Vo
vyhodnom uskutoéneni je oslabeny eurépsky PRRS virus menej virulentny ako
Lelystad agens. Vinom uskutoneni je oslabeny virus menej virulentny ako
rodiGovsky kmeni, z ktorého je odvodeny. Vyraz ,menej viruletny ako PRRS virusovy
Lelystad agens” (alebo, podobne, ako rodi¢ovsky kmen, z ktorého je odvodeny) sa
ma chapat v kontexte porovnavania klinickych symptémov daného virusu s Lelystad
agensom (CDI-NL-2.91/CNCM [-1102) alebo rodi¢ovskym kmernom. V priklade 1 je
opisany vyhodny spdsob determinacie toho, ¢i je PRRS virus mene;j virulentny ako
Lelystad agens, alebo podobne, na determinaciu toho, ¢&i je virus modifikovany
podla vynalezu menej virulentny ako jeho rodi¢ovsky kmen pred modifikaciou. M6ze
byt, Ze nie kazda akazdd mozna nukleokyselinova mutacia vo virulentnom
$pecifickom mieste sa podiefa na znizenej virulecii. Spdsob podfa prikladu 1
poskytuje presné a priame experimentalne nastavenie na determinéaciu toho, ¢i Zivy
PRRS virus podla navodu podfa vynalezu je menej virulentny ako jeho rodiCovsky
kmen alebo virulentny terénny izolat, ako Lelystad agens.

PredloZeny vynalez sa tyka eurdpskych PRRS kmetiov, ktoré je mozné
odlidit od americkych kmeriov nasledovne. Velmi skoro po najdeni virusu
Wensvoort adaldi (J. Vet. Diagn. Invest 4: 134-138 (1992)) objavili rozdiely
v antigénovych charakteristikach medzi americkymi a eurépskymi izolatmi. Vyvinuli
séra proti tak americkému typu, ako aj eurdpskemu typu, v niekofkych oSipanych
a porovnavali krizovu reaktivitu anti-eurépskeho (LV) a anti-amerického (VR-2332)
séra s troma americkymi virusovymi izolatmi a 4 eurépskymi izolatmi. Sera proti
PRRS virusom eurdpskeho serotypu st vyznamne menej reaktivne s americkymi
izolatmi ako s europskymi izolatmi. Okrem toho, séra vyvinuté proti virusom
amerického serotypu st menej reaktivne, alebo aj tplne nereaktivne s eur6pskymi
virusovymi izolatmi. Wensvoort a dalsi tiez ukazali reaktivitu séra vyvinutého proti
eurdpskym a americkym izolatom s dvoma referenénymi virusmi CNCM 1-1102
(eurdpsky) a ATCC VR-2332 americky). V tomto experimente séra vyvinuté proti

europskym kmefiom neboli vobec reaktivne s americkym kmefiom. Takze existuju
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dva kompletne odliSné serotypy virusu: americky a eurdpsky serotyp, ktoré mézu
byt rozliSené na zaklade ich serologickych vlastnosti.

Toto mbze byt dokdzané aj na molekulovej Grovni. Nelson a dal$i (74th
Annual Meeting of the Conference of Research Workers in Animal Diseases,
November 8-9, 1993) porovnavanim sekvencii génov kédujucich polymerazu
zroznych izolatov. Demonstrovali, Ze polymerazové gény vykazuju 87 az 95%
homoldgiu v ramci americkej skupiny. AvSak medzi eurdpskymi a americkymi
serotypmi sa nasla len 64 az 67% homoldgia na Urovni nukleovych kyselin.
Mardassi publikoval porovnatelné vysledky na vy$sie uvedenej konferencii, ktoré
dokazovali, Zze 530 3'-koncovych nukleovych kyselin Quebec PRRS referenéného
kmefia a eurdpskych izolatov vykazuje len 59% homologiu. Z vysledkov vyssie
uvedenych publikacii vyplyva, ze americky a eurdpsky serotyp sa rozdvojil pred
dlhym &asom, &im by potom bolo moZné jednoducho vysvetlit ich genetické rozdiely
a ich serologicku nepribuznost.

Americky a eurépsky serotyp je tak mozné jednoducho rozlidit. Virusy
europskeho serotypu sa vyznaluju tym, Ze reaguja s vy3sim titrom vimuno-
peroxidazovom monovrstvovom teste s panelom antisér proti eurépskemu PRRS
virusu LV (CNCM [-1102) v porovnani s reakciou s panelom antisér proti
americkému PRRS virusu (ATCC VR-2332). Ak sa pouzije panel sér, ziskanych
priblizne 40 dni po infekcii, a od rozlicnych zvierat, akykolvek virus je mozné
jednoducho Kklasifikovat ako patriaci bud k americkému, alebo k eurépskemu
serotypu. Typicky, reaktivita eurdpskeho kmefia s panelom antisér proti inym
europskym kmeriom je priblizne 400 krat vy$3ia ako reaktivita s panelom antisér
proti americkym kmernom. Ked europsky kmefi reaguje s antisérom proti
deponovanému eurépskemu kmerfiu 1-1102 a deponovanému americkému kmerfiu
VR-2332 typicky sa zisti rozdiel v reaktivite, ktory je pribliZne 55 nasobny
(Wensvoort a dalsi, citovany vyssie).

.Mutacia“ znamena substitiiciu, deléciu alebo inzerciu nukleotidu alebo
aminokyseliny v danej polohe nukleotidovej alebo aminokyselinovej sekvencie.
~Substiticia“ je nahrada nukleotidu alebo aminokyseliny inym nukleotidom alebo
aminokyselinou (napr. C za T). ,Delécia znamena odstranenie nukleotidy alebo
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aminokyseliny. ,Inzercia“ znamena, ze nukleotid alebo aminokyselina sa zaclenia do
danej polohy.

Dalej predloZeny vynalez zahffia sposob alebo proces oslabenia europskeho
PRRS virusu, v ktorom:

a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovand miestne Specifickou
mutagenézou aspoh Vv jednej z poldh ORF2 zodpovedajucich poloham 130
az 150 a/alebo poloham 252 az 272 al/alebo poloham 273 az 293 sekv. €. 22;

b) je testovana, ¢i vysledny PRRS virus je oslabeny.

Dalej predioZeny vynalez zahfiia spdsob oslabenia eurépskeho PRRS virusu,
v ktorom:

a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovand miestne Specifickou
mutagenézou aspofi v jednej z poloh ORF3 zodpovedajucich poloham 267
az 287 sekv. €. 23;

b) je testovana, ¢i vysledny PRRS virus je oslabeny.

Dalej predlozeny vynalez zahffia spdsob oslabenia eurépskeho PRRS virusu,
v ktorom:

a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovana miestne S$pecifickou
mutagenézou aspofi v jednej z poloh zodpovedajucich poloham 201 az 221
ORF5 podla sekv. €. 24,

b) je testovana, ¢i vysledny PRRS virus je oslabeny.

V tomto kontexte vyraz ,zodpovedajici ma vyznam uvedeny vyssie, tzn., ze
dve polohy si navzajom zodpovedaju, ak mdézu byt zosiladené ako par pri
zosuladovani sekvencii, ako napriklad pouzitim BLAST. Vyhodne je vysledkom
modifikacie podla vynalezu zmena aminokyselinovej sekvencie, ktora koduje
protein. Vo vyhodnych uskutogneniach s modifikaciami delécie a/alebo substitucie,
vyhodne dvojité alebo viacnasobné mutacie. Vo vyhodnom uskutoCneni su
kombinované dve alebo viaceré zvyssie uvedenych maodifikacii. V dalSom
vyhodnom uskutoéneni je sekvencia kazdého z ORF2, ORF3 a ORF5 modifikovana.
Vyhodne je sekvencia ORF2 modifikovana najmenej v dvoch, vyhodne najmenej
v troch polohach.

Vyhodne vys$ie uvedeny spdsob zahfila modifikaciu (modifikacie), ktora

vedie k jednému alebo viacerym z nasledujucich znakov: OFR2 kédujuci protein
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majlci aminokyselinu (aminokyseliny) v jednej alebo viacerych aminokyselinovych
sekvencnych polohach zodpovedajlcich poziciam 47, 88 a/alebo 95 v sekv. &. 22,
substituované alebo deletované; ORF3 kodujuci protein maijici aminokyselinu
v aminokyselinovej sekvenénej polohe zodpovedajlicej pozicii 93 sekv. & 23
substituovant alebo deletovanui; a/alebo ORF5 kédujuci protein majici amino-
kyselinu v aminokyselinovej sekvenénej polohe zodpovedajlicej pozicii 71 sekv. &.
24 substituovanu alebo deletovan(. Vyhodne su v8etky z vy$sie uvedenych poldh
mutované.

Vyhodne vy3sSie uvedeny spdsob podla vynalezu zahfha modifikaciu
(modifikacie), ktora vedie kjednému alebo viacerym, vyhodne ku v8etkym,
z nasledujucich znakov: OFR2 kédujuci protein, ktory nema fenylalanin v amino-
kyselinovej sekvencnej polohe zodpovedajlicej pozicii 47 sekv. &. 22, ORF2
kédujaci protein, ktory nema valin v aminokyselinovej sekvenénej pozicii
zodpovedajucej polohe 88 sekv. &. 22, ORF2, ktory nema fenylalanin
v aminokyselinovej sekvenénej polohe zodpovedajlcej pozicii 95 sekv. &. 22, ORF3,
ktory nema serin v aminokyselinovej sekvenénej polohe zodpovedajlcej pozicii 93
sekv. €. 23, a/alebo ORF5, ktory nema leucin v aminokyselinovej sekvenénej polohe
zodpovedajucej pozicii 71 sekv. . 24.

Vyhodne vy$8ie uvedeny spdsob podla vynalezu zahffia modifikaciu
(modifikacie), ktord vedie kjednému alebo viacerym, vyhodne ku v3etkym,
z nasledujacich znakov: OFR2 kédujuci protein, ktory ma serin v aminokyselinovej
sekvencnej polohe zodpovedajlcej pozicii 47 sekv. &. 22, ORF2 kodujuci protein,
ktory ma fenylalanin v aminokyselinovej sekvenénej pozicii zodpovedajlcej polohe
88 sekv. & 22, ORF2, ktory ma leucin v aminokyselinovej sekvenénej polohe
zodpovedajucej pozicii 95 sekv. ¢. 22, ORF3, ktory ma prolin v aminokyselinovej
sekvencnej polohe zodpovedajucej pozicii 93 sekv. &. 23, a/alebo ORF5, ktory méa
fenylalanin v aminokyselinovej sekvenénej polohe zodpovedajlicej pozicii 71 sekv.
¢. 24.

Vyhodne sp6sob podfa vynalezu zahfia modifikaciu (modifikacie), ktora
vedie k jednému alebo viacerym, vyhodne ku v8etkym z nasledujicich znakov:
ORF2 majaci C v polohe zodpovedajucej polohe 140 sekv. ¢ 22, ORF2 maijuci T
v polohe zodpovedajicej polohe 262 sekv. & 22, ORF2 maijuci C \)polohe
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zodpovedajlcej polohe 283 sekv. &. 22, ORF3 majuci C v polohe zodpovedajucej
polohe 277 sekv. &. 23 a/alebo ORF5 majuci T v polohe zodpovedajucej polohe 211
sekv. €. 24.

Okrem toho sa predloZeny vynalez tyka oslabeného eurépskeho virusu, ktory
je mozné ziskat ktorymkolvek z vys$ie uvedenych spésobov.

Dalej predlozeny vynalez zahffia nukleovd kyselinu, ktora obsahuje kodujucu
informaciu oslabeného eurépskeho PRRS virusu, ako je opisany vy3sie. Ako je
uvedené vyssie, mdze to byt ribonukleova kyselina (RNA). Takouto nukleovou
kyselinou moéze byt okrem toho aj deoxyribonukleova kyselina, ktora je
komplementarna s takouto ribonukleovou kyselinou, tzn. cDNA, alebo akykolvek iny
typ DNA. Vo vyhodnom uskutogneni je takato cDNA infekéna. To znamena, ze ak
sa takato cDNA zavedie do vhodnej hostitelskej bunky, uvedena buka zacCne
generovat virusové &astice. Predlozeny vynélez sa dalej tyka RNA, cDNA alebo inej
DNA obsahujicej akikolvek z vy33ie uvedenych mutacii, alebo viaceré z vyssie
uvedenych mutacii.

Dalej predloZeny vynalez zahffia vakcinu, ktora obsahuje oslabeny europsky
PRRS virus, ako je opisany, v kombinacii s farmaceuticky prijatelnym nosiCom.

Dalej predloZeny vynalez zahifia spdsob otkovania o$ipanych proti PRRS,
ktory sa vyznaduje tym, Ze sa oSipanej podava G¢inné mnoZstvo vysSie uvedenej
vakciny.

Dalej predloZeny vynalez sa tyka pouzitia oslabeného eurdpskeho PRRS
virusu, ako je opisany, na vyrobu vakciny proti PRRS.

V stlade s predlozenym vynalezom sa nukleotidy a aminokyseliny Cisluju
podla verejne dostupného Lelystad agensu, ako je opisany vy$Sie. Avsak, ako je
uvedené na obrazkoch 1 aZ 4, ORFs (,otvorené ¢itacie ramce = ORF*) sa Cisluju
oddelene, kedze niektoré z nich sa prekryvaju.

Nukleotidy $pecifickych miest, v ktorych sa oslabeny eurépsky virus lisi od
virulentného &tandardného typu, st v ORF2 nukleotidy 11915-11935 (tabulka 1
zodpovedajluce &islam 130 az 150 na obrazku 1), 12037-12057 (tabulka 2, Cisla
252-272 na obrazku 1), 12058-12078 (tabulka 3, &isla 273-293 na obrazku 1); v
ORF3 12660-12680 (tabulka 4; ¢isla 267-287 na obrazku 3) a/alebo v ORF5 13684-
13704 (tabulka 5; &isla 201-221 na obrazku 4). Prostrednictvom mutovania Lelystad
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agensu Vjednej alebo viacerych zvysSie uvedenych poloh na akykolvek
z nukleotidov uvedenych v tabulkach al/alebo prostrednictvom deletovania
uvedenych nukleotidov v tychto polohach, odbornik ziska Zivé oslabené eurdpske
oCkovacie kmene PRRS virusu. Mutacie, ako napriklad substiticia alebo delécia,
v uvedenych lokalitach, su limitované len podmienkou, Ze virus sa musi byt
schopny este replikovat, tzn. musi to byt este Zivy virus. To je mozné urgit bez
nadmerného experimentovania. Priemerny odbornik v oblasti mdéZe na zaklade
verejne dostupného Lelystad agensu a navodov podla vynalezu zaviest napr. jednu
single mutaciu do kazdého opisaného miesta na zaklade poskytnutych tabuliek,
napr. do polohy 11915 mdze zaviest A, C alebo G alebo mézZe deletovat nukleotid
v tejto polohe (ktorym je T). Neobmedzujaci priklad je uvedeny na obrazkoch 1 az 3
(ORF2, ORF3 a ORF5 Lelystad B a oslabeného virusu A) a v priklade 1.

Vynalez zahffia také virusy, v ktorych je mutovany len jeden nukleotid, ale aj
niekolko nukleotidov, alebo aj vSetky nukleotidy, napr. jeden alebo niekolko tripletov
kédujucich jednu alebo niekolko aminokyselin v uvedenych polohach. Avsak
sekvencia nesmie byt mutovana do takého rozsahu, v ktorom sa uz virus nie je
schopny viac replikovat, tzn., Ze podla vynalezu je kddovany Zivy virus.

Aj dalSie nukleové kyseliny mimo uvedenych oblasti mézu byt mutované,
avsak to nie je nevyhnutné pre vynalez (pozri obrazok 1, napr. poloha 426 v ORF2
Lelystad-B, v ktorej je C namiesto T).

Uvedené mutacie sa mozu uskutoéiovat $tandardnymi  metodami
genetického inZinierstva znamymi voblasti, najmid miestne $pecifickou
mutagenézou. V kontexte tohto vynalezu vyraz ,miestne $pecificka mutagenéza“
znamena techniku genetického inzinierstva, ktorda umoziuje riadené mutovanie vo
vopred vybranych miestach nukleovej kyseliny. Vo vSeobecnosti takato technika
vyzaduje aspon Ciastoénu znalost sekvencie takejto nukleovej kyseliny. Klasicky
oslabovaci spdsob prostrednictvom sériového pasaZovania davky neumoZfiuje
mutovanie vo vopred vybranych miestach. Takéto metddy genetického inZinierstva
su dobre znadme v oblasti (pozri napr. Sambrook a daldi (1989) Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 2. vydanie, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York; kapitola 15; Wu (vyd.) (1993), Methods in Enzymology zv. 217,
str. 173-285).
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Ako vychodiskovy materidl na zavadzanie mutécii sa m6ze cDNA klon
virulentného PRSSV kmefia, napr. Lelystad agens (CNCM 1-1102), generovat
sposobmi znamymi v oblasti (Boyer a Haenni. Infectious transcripts and cDNA
clones of RNA viruses. Virology (1994) 198: 415-426). Napriklad, infekéna PRRSV
kopia sa mdze pripravit ako je opisané vo WO 00/53787; Meulenberg a dalsi, Adv.
Exp. Biol (1998) 440: 199-206; Meulenberg a dalsi, J. Virol. (1998) 72(1): 380-387,
ktora sa potom mdze mutovat v stlade s vynalezom. Citované referencie poskytuju
podrobné postupy ako ziskat infekéné cDNA klony PRRSV aako vytvorit ich
mutanty. Mutovany klon alebo jeho infekéné transkripty generované in vitro sa
potom méZu transfekovat do vhodnych hostitelskych buniek, ktoré potom budu
generovat oslabeny virus.

Najmé sa prekvapuijuco zistilo, ze miesta 11925, 12047 a 12068 ORF2 (pozri
obrazok 1); 12670 ORF3 (pozri obrazok 2) a/alebo 13694 ORF5 (pozri obrazok 4)
sU stale zmenené v porovnani s virulentnym terénnym kmeriom Lelystad agensu.
Preto iné vyhodné uskutoénenie predloZzeného vynalezu predstavuje oslabeny
eurdpsky PRRS virus podfa vynalezu, v ktorom:

a) ORF2 obsahuje C, A alebo G v polohe 11925 a/alebo C, T alebo A v polohe
12047 a/alebo A, C alebo G v polohe 12068 alebo deléciu v uvedenej polohe
(polohach) a/alebo

b) ORF3 obsahuje A, C alebo G v polohe 12670 alebo deléciu v uvedenej
polohe a/alebo

c) ORF5 obsahuje G, Aalebo T v polohe 13694 alebo deléciu v uvedenej
polohe.

Konkrétnejsie sa zistilo, Ze miesto 11925 v ORF2 je stale zmenené na C,
miesto 12047 v ORF2 je stale zmenené na T a miesto 12068 v ORF2 je stale
zmenené na C (pozri obrazok 1); miesto 12670 v ORF3 je stdle zmenené na C
(pozri obrazok 2) a/alebo 13694 ORF5 je stale zmenené na T (pozri obrazok 4)
v porovnani s virulentnym terénnym kmefom Lelystad agensu. Preto iné,
vyhodnejsie, uskutoénenie predlozeného vynalezu predstavuje oslabeny europsky
PRRS virus podfa vynalezu, v ktorom sa nukleova kyselina dalej vyznaduje tym, Ze

a) ORF2 obsahuje C v polohe 11925 a/alebo T v polohe 12047 a/alebo C
v polohe 12068 alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
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b) ORF3 obsahuje C v polohe 12670 alebo deléciu v uvedenej polohe a/alebo
c) ORFS obsahuje T v polohe 13694 alebo deléciu v uvedenej polohe.
Inym, vyhodnejSim, uskutoénenim predlozeného vynalezu je oslabeny
europsky PRRS virus podfa vynalezu, ktory je ozna&eny ako oslabeny virus A na
obrazkoch, ktorého nukleova kyselina sa dalej vyznadéuje tym, Ze

. 1 alalebo

(o]}

a) ORF2 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv.

. 2 al/alebo

(e}

b) ORF3 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv.
c) ORF4 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. &. 3 a/alebo
d) ORF5 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. &. 4,
alebo ich fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny na
degenerovanosti nukleokyselinového kodu, fiznu molekulu alebo chemicky derivat.

.Fragmentom® podla vynalezu je akakolvek imunogénna podjednotka PRRS
virusu alebo ORF podfa vynalezu, tzn. akakolvek polypeptidova podsada, ktora sa
vyznacuje tym, Ze je kddované kratSou nukleokyselinovou molekulou ako je opisana
vyS3ie, avSak este stale si zachovava aktivitu.

.Funkény variant® PRRS virusu alebo ORF podfa vynalezu je PRRS virus
alebo ORF, ktory ma biologickt aktivitu (bud funkéna, alebo $trukturalnu), ktora je
v podstate podobna s aktivitou PRRS virusu alebo ORF podfa vynalezu. Vyraz
Jfunkény variant* zahfiia aj ,fragment®, ,alelicky variant, ,funkény variant®, ,variant
zalozeny na degenerovanosti nukleokyselinového kodu“ alebo ,chemické derivaty"”.
Takyto ,funkény variant® méze napr. niest jednu alebo niekolko bodovych mutacii,
jednu alebo niekolko nukleokyselinovych zamien, delécii alebo inzercii alebo jednu
alebo niekolko aminokyselinovych zamien, delécii alebo inzercii. Uvedeny funkény
variant si eSte zachovava svoju biologickt aktivitu, napr. funkciu ako og&kovaci
kmen, aspori s€asti, alebo ma aj zlep§en( uveden( biologickt aktivitu.

.variant zaloZzeny na degenerovanosti genetického koédu® je variant vdaka
skutoCnosti, Ze urcitd aminokyselina méZe byt koédovana niekolkymi rozliénymi
nukleotidovymi tripletmi. Uvedeny variant si stale zachovava svoju biologicku
aktivitu, aspon Ciastogne, alebo ma aj zlepsent uvedent biologick( aktivitu.

~Fuzovanou molekulou” méze byt PRRS virus alebo ORF podla vynalezu

fuzovany napr. s reporterom, ako napriklad radioaktivnou zna¢kou, chemickou
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molekulou, ako napriklad fluorescenénou znackou alebo akoukolvek inou molekulou
znamou v oblasti.

Tak ako sa pouziva tu, ,chemicky derivat’ podfa vynalezu je PRRS virus
alebo ORF podla vynalezu chemicky modifikované alebo obsahujuce dalSie
chemické skupiny, ktoré normalne nie su st€astou molekuly. Takéto skupiny mézu
zlepSovat rozpustnost, absorpciu, biologicky pol¢as rozpadu molekuly, atd.

Molekula je ,v podstate podobna“ s inou molekulou, ak obe molekuly maju
v podstate podobné Struktury alebo biologicku aktivitu. Takze za predpokladu, Ze
dve molekuly maju podobni aktivitu, su povazované za varianty, kedZe tento vyraz
sa tu pouziva aj vtedy, ak sa $truktdra jednej z molekdl nenachadza v inej, alebo aj
vtedy, ak nie je zhodna sekvencia aminokyselinovych zvyskov.

Inym, najvyhodnej$im, uskuto&nenim predlozeného vynalezu je oslabeny
eurépsky PRRS virus podfa vynalezu (oznaceny ako oslabeny virus Ana
obrazkoch), v ktorom sa nukleova kyselina vyznacuje tym, ze

a) ORF2 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. €. 1 a/alebo
b) ORF3 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. . 2 a/alebo
c) ORF4 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. ¢. 3 a/alebo
d) ORF5 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. C. 4.

Inym vyhodnym uskuto¢nenim predloZzeného vynalezu je oslabeny europsky
PRRS virus podla vynalezu (oznaeny ako oslabeny virus A na obrazkoch),
v ktorom sa nukleova kyselina vyznacduje tym, Ze obsahuje nukleovi kyselinu, ako je
definovana v sekv. ¢&. 5, alebo jej fragment, alelicky variant, funk&ny variant, variant
zaloZzeny a degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fGzovand molekulu alebo
chemicky derivat.

Inym, vyhodnym uskutoénenim predloZzeného vynalezu je oslabeny eurépsky
PRRS virus podla vynalezu (LELYSTAD-B na obrazkoch), v ktorom sa uvedena
nukleova kyselina dalej vyznaduje tym, Ze

a) ORF2 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. ¢. 6 a/alebo
b) ORF3 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. €. 7 a/alebo
c) ORF4 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. €. 8 a/alebo

d) ORF5 obsahuje nukleova kyselinu ako je definovana v sekv. €. 9 a/algbo
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jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zaloZeny a degenerovanosti
nukleokyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat.

Inym, vyhodnym uskuto¢nenim predloZeného vynalezu je oslabeny eurdpsky
PRRS virus podfa vynalezu (LELYSTAD-B na obrazkoch), v ktorom sa uvedena
nukleova kyselina dalej vyznaduje tym, ze

a) ORF2 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 6 a/alebo
b) ORF3 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 7 a/alebo
¢) ORF4 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 8 a/alebo
d) ORFS5 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 9.

Inym délezitym uskuto¢nenim predioZeného vynalezu je oslabeny eurdpsky
PRRS virus (oslabeny virus A na obrazkoch), pricom PRRS virus sa vyzna&uje tym,
ze:

a) ORF1a obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 10 a/alebo

b) ORF1b obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 11 a/alebo
12 al/alebo
13 a/alebo
14 a/alebo
15 a/alebo
16 a/alebo
17 alebo

jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny a degenerovanosti

_O(

¢) ORF2 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

_O<

d) ORF3 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

p(

e) ORF4 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

_0<

f) ORF5 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

_O<

g) ORFG6 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

O«

h) ORF7 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

nukleokyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat.

Inym, vyhodnej§im, uskutoénenim predioZzeného vynalezu je oslabeny
europsky PRRS virus (oslabeny virus A na obrazkoch), pricom PRRS virus sa
vyznacuje tym, Ze:

a) ORF1a pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. & 10

alalebo

b) ORF1b pozostdva z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. & 11

alalebo

c) ORF2 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. ¢. 12 a/alebo

d) ORF3 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. &. 13 a/alebo
e) ORF4 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. &. 14 a/alebo
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f) ORF5 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 15 a/alebo
g) ORF6 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 16 a/alebo
h) ORF7 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 17.
Inym velmi délezitym uskutonenim predloZzeného vynalezu je oslabeny
europsky PRRS virus (LELYSTAD-B na obrazkoch), ktory sa vyznacuje tym, ze

a) ORF2 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 18 a/alebo
b) ORF3 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 19 a/alebo

¢. 20 a/alebo

d) ORF5 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. €. 21 alebo

c) ORF4 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv.

jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zaloZzeny a degenerovanosti
nukleokyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat.
Inym velmi doélezitym uskutocnenim predlozeného vynalezu je oslabeny

eurépsky PRRS virus (LELYSTAD-B na obrazkoch), ktory sa vyznacuje tym, ze

a) ORF2 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 18 a/alebo

b) ORF3 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 19 a/alebo

c) ORF4 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 20 a/alebo
21.

Este inym dolezitym uskutoénenim predlozeného vynélezu je nukleotidova

Q<

d) ORF5 pozostava z aminokyseliny, ako je definovanéa v sekv.

sekvencia koédujuca virus podfa vynalezu, ako je opisany vysSie. Taketo
nukleotidové sekvencie obsahuji sekvencie opisané v zozname sekvencii (napr.
s identifikaénymi Gislami 1 az 9 (pod <400> je uvadzana sekv. ¢.). Vynalez sa dalej
tyka proteinov uvedenych ako sekv. &. 10 az 21.

Este inym vyhodnym uskutoénenim predloZeného vynalezu je nukieotidova
sekvencia podfa vynalezu, ktora bola modifikovana tak, aby kédovala virulentny
marker a/alebo serologicky marker. Ako je uvedené na Gvodnych stranach, je pre
zvladnutie zdravia o$ipanych délezitd moznost rozliS§ovat medzi menej virulentnym
zivym o&kovacim kmefiom farmaceutického prostriedku a virulentnym Standardnym
typom virusovej infekcie. To je Gasto tazké, najma ak klinické symptomy terénnej
infekcie nie su 3pecifické alebo su prekryté inymi infekciami alebo ak je cas
pozorovania a hodnotenia kratky. Rekombinantné generovanie virusov, o ktore je
zaujem, umozfiuje zavedenie modifikacii do genetického kodu, ktoré zayédzaja

serologicky marker a/alebo virulentny marker. Serologicky marker oznacuje
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antigénne detegovatefna molekulu, ako napriklad peptid, protein, glykoprotein, ktora
méze byt izolovana z infikovanych buniek alebo telesnych tekutin, ako naprikiad,
ale bez obmedzenia na faryngealnu alebo nosnl tekutinu alebo moé&. Virulentny
marker musi byt chépany ako marker v genetickom kdde, ktory moéze byt
identifikovany rekombinantnymi analytickymi metédami, ako napriklad, ale bez
obmedzenia na PCR a bezné sekvenovanie. Preto, vo vyhodnom uskutoéneni, sa
predlozeny vynélez tyka nukleotidovej sekvencie podla vynalezu, ktord bola
modifikovana tak, aby kddovala virulentny marker a/alebo serologicky marker.
Konkrétne, mutacie alebo delécie zavadzané za Géelom oslabenia virusu su
uzitoné ako virulentné a serologické markery. Monitorovanim tychto mutacii
v narokovanych virulentnych $pecifickych miestach je mozné predpovedat
objavenie sa mozZnych virulentnych revertantov v skorom §tadiu.

Este inym vyhodnym uskutocnenim predloZzeného vynalezu je nukleotidova
sekvencia podfa vynalezu, pricom nukleova kyselina kédujica uvedeny marker je
umiestnena medzi ktorékolvek z otvorenych ¢&itacich ramcov kédujdcich $trukturalne
virusové proteiny.

Dalej sa vynalez tyka spdsobu generovania infekéného zivého oslabeného
PRRS virusu, ktory =zahffia produkciu rekombinantnej nukleovej kyseliny
obsahujlucej aspoii jednu kompletni DNA képiu alebo in vitro transkribovani RNA
képiu alebo derivat bud DNA, alebo RNA, pricom uvedenou nukleotidovou
sekvenciou je nukleotidova sekvencia podfa vynélezu. Takze v stlade s vynalezom
spbsob vedie k PRRS virusu, ako je opisany vy$$ie. Odbornik mdZe vyuZit miestne
Specifickli mutagenézu (Sambrook a dal$i (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2. vyd., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
York; kapitola 15; Wu (vyd.) (1993), Methods in Enzymology zv. 217, str. 173-285)
alebo akykolvek iny spdsob na zavedenie mutacie (mutécii) na Specifické zavedenie
mutacie (mutacii) na ziskanie PRRS virusu, ako je opisany vyssie.

Spbsob opisany v nasledujtcom vyhodnom uskutoéneni bude viest (na
genomickej Urovni) k PRRS virusu podfa vynalezu, ako je opisany vy$$ie. TakZe
vinom vyhodnom uskuto¢neni sa vynalez tyka spOsobu, ako je opisany na
generovanie infek¢ného oslabeného PRRS virusu, ktory sa vyznacuje nasleQuchimi
krokmi:
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a) PRRS virus podla vynalezu sa pouzije na infikovanie vhodnej bunkovej linie,
b) uvedeny PRRS virus sa dalej oslabuje pasazovanim na bunkovych
kultarach.

Iné vyhodné uskutoénenie sa tyka spdsobu, ako je opisany, pri ktorom je
uvedenou bunkovou liniou linia embryonickych opi¢ich oblickovych buniek alebo
vyhodne Marc bunky alebo ich derivat (pozri nizsie).

Iné vyhodné uskutognenie vynalezu sa tyka spdsobu, ako je opisany, pri
ktorom je PRRS virusom virus (virusy) podla vynalezu, ako su opisané vyssie.

Dalej sa predloZeny vynalez tyka bunkovej linie obsahujucej PRRS virus
podla vynalezu. Priklady takych bunkovych linii zahffaju permanentné bunkové
linie zname odbornikovi, vyhodne bravgové, opicie alebo fudské bunkové linie, ako
napriklad ludské embryonické oblickové (HEK) 293, BHK, GH3, H4, U373, NTZ,
PC12, COS, CHO, Ltk-, fibroblasty, myelémy, neuroblatémy, hybridobmy, oocyty,
embryonické kmefiové bunky), hmyzie bunkové linie (napr. pouzitim bakulo-
virusovych vektorov, ako napriklad pPbac alebo pMbac (Stratagene, La Jolla,
USA)), kvasinky (napr. Pichia pastoris alebo pouzitim kvasinkovych expresnych
vektorov, ako napriklad pYESHIS (Invitrogen, San Diego, USA)), a plesne.

Dalej vo vyhodnom uskutoineni sa vynalez tyka bunkovej linie podfa
vynalezu, ktorou je embryonicka opigia oblickova bunka alebo, vyhodne, Marc
bunka, alebo ich derivat.

Dalej predlozeny vynalez zahfila spOsob alebo proces oslabovania
eurépskeho PRRS virusu, ktory sa vyznacuje tym, ze

a) nukleotidova sekvencia virusu sa modifikuje miestne Specifickou

mutagenézou aspoii v jednej z poldh ORF2 zodpovedajtcich poloham 130

az 150 a/alebo poloham 252 az 272 a/alebo poloham 273 az 293 v sekv. €.

22;

b) testuje sa, ¢i je vysledny PRRS virus oslabeny.

V tomto kontexte poloha v nukleovej kyseline alebo v aminokyselinovej
sekvencii ,zodpovedajica“ polohe v inej sekvencii znamena, Ze ak maju tieto dve
sekvencie dostatoént  S$trukturalnu  podobnost, mdézu byt zosdladené
prostrednictvom $§tandardného zosuladovacieho algoritmu, ako napriklad BLAST
(Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.V. & Lipman, D.J. (1990) ,,Baéic local
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alignment search toll.* J. Mol. Biol. 215:403-41; Gish, W. & States, D.J. (1993)
sIdentification of protein coding regions by database similarity search.® Nature
Genet. 3:266-272; Madden, T.L., Tatusov, R.L. & Zhang, J. (1996) ,Applications of
network BLAST server” Meth. Enzymol. 266:131-141; Zhang, J. & Madden,T.L.
(1997) ,PowerBLAST: A new network BLAST application for interactive or
automated sequence analysis and annotation. Genome Res. 7:649-656; Altschul,
Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schéffer, Jinghui Zhang, Zheng
Zhang, Webb Miller, a David J. Lipman (1997), ,Gapped BLAST and PSI-BLST:
anew generation of protein databasesearch programs®, Nucleic Acids Res.
25:3389-3402), a pri uskuto¢neni takéhoto zosuladenia by boli tieto dve polohy
zoradené ako par.

Dal$ie uskutoénenie predlozeného vynalezu sa tyka spdsobu oslabenia
europskeho PRRS virusu, ktory spoéiva v tom, Ze

a) nukleotidova sekvencia virusu sa modifikuje miestne 3$pecifickou
mutagenézou aspon v jednej z poléh ORF3 zodpovedajlcich poloham 267
az 287 v sekv. €. 23;

b) testuje sa, ¢i je vysledny PRRS virus oslabeny.

Dalsie uskutoénenie predlozeného vynalezu sa tyka spdsobu oslabenia
eurdpskeho PRRS virusu, ktory spodiva v tom, Ze

a) nukleotidovd sekvencia virusu sa modifikuje miestne $pecifickou
mutagenézou aspori v jednej z poléh zodpovedajlucich poloham 201 az 221
ORF5 v sekv. ¢&. 24;

b) testuje sa, Ci je vysledny PRRS virus oslabeny.

Vyhodne, modifikacia, ako je opisana vysSie, vedie kzmene amino-
kyselinovej sekvencie kddovaného proteinu. Vyhode je modifikaciou delécia alebo
substitdcia. Vo vyhodnom uskutoéneni je sekvencia kaZdého z ORF2, ORF3
a ORFS5 modifikovana. Vinom vyhodnom uskutoéneni je sekvencia ORF2
modifikovana aspori vdvoch, vyhodne aspofi vtroch polohach. Vyhodne
modifikacia vedie k jednému alebo viacerym z nasledujicich znakov: OFR2 kodujici
protein  majuci aminokyselinu v jednej alebo viacerych aminokyselinovych
sekvenCnych polohach zodpovedajucich poziciam 47, 88 a/alebo 95 amino-
kyselinovej sekvencie kdédovanejsekv. &. 22, substituované alebo deletované;
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ORF3 koédujuci protein majuci aminokyselinu zodpovedajucu polohe 93
v aminokyselinovej sekvencii kddovanej sekv. ¢. 23 substituovant alebo deletovanu;
a/alebo ORF5 kodujlci protein majici aminokyselinu zodpovedajucu polohe 71
aminokyselinovej sekvencie kodovanej sekv. ¢. 24 substituovanu alebo deletovanu.

Vyhodnejdie modifikacia urobena takymto spésobom vedie k jednému alebo
viacerym, vyhodne ku v8etkym nasledujucim znakom: OFR2 kédujuci protein, ktory
ma serin v polohe zodpovedajlcej polohe 47 aminokyselinovej sekvencie kddovane;j
sekv. &. 22, ORF2 kédujuci protein, ktory ma fenylalanin v polohe zodpovedajucej
polohe 88 aminokyselinovej sekvencie kodovanej sekv. €. 22, ORF2, ktory ma
leucin v v polohe zodpovedaijucej polohe 95 aminokyselinovej sekvencie kodovanej
sekv. &. 22, ORF3, ktory méa prolin v polohe zodpovedajucej polohe 93 amino-
kyselinovej sekvencie kodovanej sekv. ¢. 23, a/alebo ORF5, ktory ma fenylalanin v
polohe zodpovedajlcej polohe 71 v aminokyselinovej sekvencii kédovanej sekv. ¢.
24.

Vo vyhodnych uskutoéneniach modifikacia vedie k jednému alebo viacerym,
vyhodne ku vSetkym znasledujucich znakov: ORF2 majaci C v polohe
zodpovedajucej polohe 140 v sekv. &. 22, ORF2 majuci T v polohe zodpovedajlcej
polohe 262 v sekv. ¢. 22, ORF2 majuci C v polohe zodpovedajlicej polohe 283
v sekv. &. 22, ORF3 majlci C v polohe zodpovedajucej polohe 277 v sekv. €. 23
a/alebo ORF5 majuci T v polohe zodpovedajucej polohe 211 v sekv. €. 24.

V daldom uskutoéneni sa predloZzeny vynalez tyka oslabeného eurépskeho
PRRS virusu ziskatelného spésobom opisanym vyssie.

V dalsom uskuto&neni sa predloZeny vynalez tyka oslabeného eurdpskeho
PRRS virusu majiaceho ORF2, ktory sa li§i od sekv. €. 22 v jednej alebo vo
viacerych polohach 130 az 150 a/alebo jednej alebo vo viacerych polohach 252 az
272 alalebo jednej alebo vo viacerych polohach 273 az 293.

V dalSom uskutoéneni sa predloZeny vynalez tyka oslabeného eurdpskeho
PRRS virusu majuceho ORF3, ktory sa lisi od sekv. ¢. 23 v jednej alebo vo
viacerych polohach 267 az 287.

V dalsom uskutoéneni sa predloZzeny vynalez tyka oslabeného eurdpskeho
PRRS virusu majuceho ORF5, ktory sa lidi od sekv. ¢. 24 v jednej alebo vo

viacerych polohach 201 az 221.
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V dalSom uskutoneni sa predloZeny vynalez tyka vakciny, ktora obsahuje
oslabeny europsky PRRS virus, ako je opisany vyssie, v kombinacii s farmaceuticky
prijatefnym nosi¢om. V dalSom uskutoéneni sa predloZzeny vynalez tyka spésobu
oCkovania oSipanych proti PRRS, ktory spoéiva vtom, Ze sa G&inné mnoZstvo
takejto vakciny podava oSipanej. Alternativne sa predloZeny vynalez tyka pouZitia
oslabeného eur6épskeho PRRS virusu, ako je opisany, na vyrobu vakciny proti
PRRS.

Vyhodne mdZe byt Zivy oslabeny PRRS virus pouZity na lie¢enie, profylaxiu
alebo diagnostiku ochoreni spdsobenych Standardnym PRRS virusom. Priklady
takychto ochoreni a pouziti st uvedené v priklade 1. Dalej sa vynalez tyka pouZitia
virusov podfa vynalezu. Ich definovany molekulovy zaklad oslabenia ich robi
vynikajucimi oproti virusom znamym v oblasti. Najma pouzitie virusov podla
vynalezu, ktoré obsahuju delécie vo virulentnych 3pecifickych miestach, je vyhodné,
kedZe delécie s menej nachylné na reverziu.

Inym vyhodnym uskutoénenim predloZzeného vynadlezu je farmaceuticky
prostriedok obsahujici jeden alebo niekolko PRRS virusov podla vynalezu
a farmaceuticky prijatelny nosi¢. Vyhodnym predmetom je farmaceuticky prostriedok
obsahujuci nie len uvedeny eurépsky PRRS virus podla vynalezu, ale aj oslabeny
US PRRS virus, ako napriklad virus, ktory sa predava vo farmaceutickom
prostriedku pod obchodnym oznagenim RespPRRS/Ingelvac® PRRS MLV,
Boehringer Ingelheim. Farmaceuticky prijatelny nosi¢ méze obsahovat fyziologicky
prijatelné zligeniny, ktoré sluZia napriklad na stabilizaciu alebo a zvySenie
absorpcie alebo tvoria Cast PRRS formulacie s pomalym uvolfiovanim podfia
vynalezu. Takéto fyziologicky prijatefné zligeniny zahffiaja napriklad sacharidy, ako
napriklad glukézu, sacharézu alebo dextrany, antioxidanty, ako napriklad kyselinu
askorbovi alebo glutation, chelatainé &inidla, proteiny s nizkou molekulovou
hmotnostou alebo iné stabilizatory alebo excipienty (pozri aj napr. Remington’s
Pharmaceutical Sciences (1990), 18. vyd. Mack Publ., Easton). Priemerny odbornik
v oblasti by vedel, Ze volba farmaceuticky prijatefného nosia, vratane fyziologicky
prijatefnej zlGCeniny, zavisi napriklad na spdsobe podavania prostriedku.
Najvyhodnejsie je prostriedok formulovany prostrednictvom ziskania supernatantu

obsahujuceho virus (tekutina ztkanivovej kultary) zinfikovanej bunkovej kultary
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a mrazovym vysu$enim uvedeného supernatantu, volitelne po pridani stabilizatora.
Mrazom vysus$eny prostriedok mdze byt rekonstituovany s vodou pred podavanim.
V inom priklade by bol vhodnym nosi¢om roztok fyziologickej soli. Vyhode sa
farmaceuticky prostriedok injektuje intramuskulare alebo intradermalne. Vakcina
podla vynalezu sa méZe podavat prasiatkam, v zavislosti na spdsobe vakcinacie
prasnic, vo veku 1, 3, 6 alebo 10 tyzdiov, prasniciam pred paranim a/alebo 6
tyzdiiov pred vrhanim (booster otkovanie) alebo kancom kazdého pol roka
(boostery).

Inym vyhodnym uskutodnenim predlozeného vynalezu je pouZitie PRRS
virusu podla vynalezu na vyrobu vakciny na profylaxiu a lieCenie PRRS infekcii.

Nasledujuci priklad slGzi na podrobnejsie ilustrovanie predloZeného vynalezu,

ale neméze byt povaZovany za obmedzujlci rozsah tu opisaného vynalezu.

Prehlad obrazkov na vykrese

Obrazok 1: Porovnanie sekvencii $tandardného Lelystad virusu, zverej-
neného v GenBank, oslabeného virusu A (skratka Vir.A) a oslabeného Lelystad
virusu B
Genomicka oblast: ORF 2
Pocet nukleotidov: 750

Hrubym pismom avraméekoch sU oznatené mutacie (nesynonymné
nukleotidové zmeny) podla vynalezu (pozri naroky 2 a 3).

Obrazok 2: Porovnanie sekvencii $tandardného Lelystad virusu, zverej-
neného v GenBank, oslabeného virusu A (skratka Vir.A) a oslabeného Lelystad
virusu B
Genomicka oblast: ORF 3
Pocet nukleotidov: 798

Hrubym pismom avraméekoch sU oznadené mutacie (nesynonymné
nukleotidové zmeny) podla vynalezu (pozri naroky 2 a 3).

Obrazok 3: Porovnanie sekvencii $tandardného Lelystad virusu,
zverejneného v GenBank, oslabeného virusu A (skratka Vir.A) a oslabeného

Lelystad virusu B



- 26 -

Genomicka oblast: ORF 4
Pocet nukleotidov: 552

Obréazok 4: Porovnanie sekvencii $tandardného Lelystad virusu, zverej-
neného v GenBank, oslabeného virusu A (skratka Vir.A) a oslabeného Lelystad
virusu B
Genomicka oblast: ORF 5
Pocet nuklecotidov: 606

Hrubym pismom avraméekoch sG oznagené mutacie (nesynonymné

nukleotidové zmeny) podfa vynalezu (pozri naroky 2 a 3).

Priklad uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Zavedenie oslabenia

Tento priklad poskytuje jasny navod na porovnanie virulentného charakteru
dvoch odlisnych kmeriov PRRS virusov. Ako referenény kmefi pre typicky virulentny
eurépsky kmef méze sluzit Lelystad agens (CDI-NL-2.91) s nizkym podtom pasazi
(nie viac ako piatimi) na bunkovej kulture.

V skupine je pre kazdy pokus zahrnutych aspof 10 prasni¢iek prvostok, ktoré
su ziskané z farmy bez PRRS. Zvierata sa testuju, & neobsahuji PRRS virusové
Specifické sérové protilatky a &i st negative na PRRSV. Véetky zvierata zahrnuté
vjednom teste su zrovnakého zdroja aplemena asu zfarmy, v ktorej sa
v predchadzajdcej historii nevyskytla Ziadna PRRSV infekcia. Rozdelenie zvierat do
skupin je néhodné. Ockovanie sa uskutodfuje na 85. az 90. defi tarchavosti
intranazalnou aplikaciou 1 ml PRRSV s 10° TDCIDsy (tretia pasaz) do nozdier. Su
najmenej tri skupiny pre kazdu testovaciu zostavu:

Jedna skupina na infikovanie s Lelystad agensom (CDI-NL-2.91); jedna
testovacia skupina na infikovanie s pravdepodobnym oslabenym virusom; a jedna
striktna kontrolna skupina.
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Hodnota $tadie je potvrdena, ked striktné kontroly ostavaju PRRS negativne
v priebehu $tadie a v skupine infikovanej s Lelystad agensom sa narodi aspoi 25 %
menej zdravych prasiatok v porovnani so striktnymi kontrolami.

Oslabenie, inymi slovami niZ$ia virulencia, je definované ako Statisticky
vyznamna zmena jedného alebo viacerych parametrov determinujucich
reprodukéndi vykonnost.

Vyhodna je vyznamna redukcia aspori v jednom z nasledujucich parametrov
pre testovanu skupinu:

- frekvencia mftvonarodenych

- potrat v 112. alebo pred 112. dfiom tarchavosti

- pocet mumifikovanych prasiatok

- pocet zivych a slabych prasiatok

- umrtnost pred odstavenim
alebo je okrem toho vyhodny vyznamny nérast vjednom z nasledujlcich
parametrov pre testovanu skupinu:

- pocet odstavenych prasiatok na prasnicu

- pocet narodenych Zivych zdravych prasiatok na prasnicu

- v porovnani so skupinou infikovanou s Lelystad agensom.

Ako priklad mdézu byt v klinickom teste podla uvedeného opisu ziskané

nasledujuce vysledky s Lelystad agensom 147 krat pasdzovanym na bunkovej

kultare:
Uroven Zivé/zdravé | Zivé/slabé| mrftvo |mumifikované priemer
pasazovania narodené narodenych
miladat na
prasnicu
5 30,5 % 45,5 % 17,9 % 6,2 % 11
147 71,9 % 10,5% | 17,54 % 0 11,4

Uvedené si udaje o reproduk&nej vykonnosti prasnic od prasnic, ktoré boli
inokulované, ako je opisané vyssie, s Lelystad agensom pasazovanym na bunkovej

kultare 5 krat (skupina 1) a s Lelystad agensom pasazovanym na bunkovej kultire
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147 krat (skupina 2). V dalSej skupine 3 zvierata sluzili ako striktna kontrola

a inokuloval sa im len supernatant z bunkovej kultary bez PRRSV:

Skupina |Urovefi Trvanie Celkovy Zivé/ |Zivé/ |Mitvo- | Mumifi-
pasazovania | tarchavosti| pocet zdravé | slabé | narodené | kované
inokula v diioch narodenych

prasiatok

1 5 115 15 5 7 2 1

1 5 111 7 5 1 1 0

1 5 113 6 2 2 1 1

1 5 110 14 2 10 2 0

1 5 115 13 0 8 4 1

Priemer 11 2,8 56 (2,0 0,6

v skup.1

% 100 30,5 45,5 |17,9 6,2

2 147 115 13 11 1 1 0

2 147 113 12 12 0 0 0

2 147 115 10 0 4 6 0

2 147 115 8 8 0 0 0

2 147 115 14 10 1 3 0

Priemer 11,4 8,2 1,2 2 0

v skup. 2

% 100 71,93 {10,563|17,54 0

3 - 117 12 11 1 0 0

3 - 115 9 1 0 0

3 - 116 14 5 0 0

3 - 1156 6 0 0 0

3 - 115 14 11 3 0 0

3 - 116 15 14 1 0 0
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Priemer

v skup. 3

11,7

9,8

1,8

%

100

86,1

13,9




Zoznam sekvencii
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<110> Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH
<120> Zivy oslabeny PRRS virus
<130> 1-1176

<160> 29

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1
<211> 750
<212> DNA

<213> PRRS virus

<400> 1
atgcaatggg

tcecttgttag
caggatggtt
ctgcecattceca
ccggatgtcece
tcccaattaa
caagcggcét
atagttactec
tcacgacteg
acgttggacc
ttcagacaat
accttgttceca
tggccecacgg
<210> 2
<211> 798
<212> DNA

gttactgtgg
tgtggttgat
actggtcttce
ctctcecgaa
cacaatttgc
ttgatgagat
ggaagcagge
atttccaaca
tgatgctaaa
gegttgaget
ggctecatcag
tagtgctttg
caacacatca

<213> PRRS virus

<400> 2
atggctcatc

catagtgctt
ggcaacacat
caagcggctc
aggtgtgagg
ctcaaacttg
tteccatecegg
cagttcattt
tccgeattat
gaatggctge
cgttegectg
cggctgcegg
cagcgcaaga
cccagtacat
<210> 3
<211> 552
<212> DNA

agtgtgcacg
tggcttcgaa
cattcgagcet
gccaaaggct
agcgtgacca
agggttatta
agttgttcgg
gtgcecgagea
atgcggcata
ggccactctt
taagccectgt
tttecatggte
ggaaattcecc
cacgataa

agtaaaatca
attgttattt
cttctecagag
ctatcgaagg
attcaagcac
ggtctctegt
ggttggtgag
cctggecgea
aaatcttgec
catcttecece
tgtgcacgct
gcttcgaatt
ttegagetga

cttcecatttt
ttccagetcet
gaccatcaac
cgagcccggt
tgatgagttg
tgcttggctyg
gatagggaat
tgatggacag
ttaccaccac
tteectectgg
ttctegacge
cttcaggaca
ttcggaaagt

gccagetgtt
teccttgecat
tggtttgcte
tcctatgaag
ccattgggta
cgeatttace
gccactctca
gtagaggegg
gttggcaatg
acgccaggta
tccatttttt
ccagctctac

ttecctetgtg
acgctatgtt
tacaccatat
cgtaacatgt
ttaatgccca
gecttttttgt
gtgtcgcgeg
aattcaaccg
caaatagacg
ctggtgctcea
atctatcaga
tcaattgtct
cgtcccaatg

cgtggacgece
actgtttggg
cgegettete
gecttgttgee
tgctttggea
agaccatgga
cgaagctgte
attcttgeeg
tgagectaca
cgaggcccaa
cctetgtgge
gctatgtttt

gcttcatctg
tttggtttec
gcatgccctg
ggtgcaaaat
tccegtecgg
cctttteccta
tcttecgtgga
tatctaccgg
ggggcaattg
atatatcatg
tattgagacc
ccgacctceac
tcgtgaagcec

ttcactgagt
ttcacegteg
cgttegeget
caactgdaga
catgcgagtt
acattcaggt
aaggctcgat
ctttctecage
gtacasdcacc
gttgaccgac
ttecatctgtt
tggtttccat

ttaccttgtt
attggcccac
ttctaccagt
agggtatgac
gtacgacaac
cgcggcccaa
caagcgacac
acacaacatc
gttccatttg
gtttectgagg
aacacgaccg

ggggtctcag
gteggtactce

60
120
180
240
300.
360
420
480
540
600
660
720
750

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
798



<213> PRRS virus

<400> 3

atggctgegg
ttegectgta
gctgceggtt
gcgcaagagg
cagtacatca
ctgatgettt
atectttggga
catgtgaccc
ttcctgacac
ttggcgatat

<210> 4
<211> 606
<212> DNA

ccactctttt
agcecctgttt
tcatggtect
aaattccett
cgataacggc
ctgcgtgect
atgtctctgg
aacataccca
catctgcaat

ga

<213> PRRS virus

<400> 4

atgagatgtt ctcacaaatt
tttttgetgt gtaceggett
taccaataca tatataactt
cattttggtt gggcagtecga
ctgggttttce tcacaacaag
gcaggatttg ttggcgggeg

gcgttcgtat
acccggttta
atagtggtag
gtcgteccteg
gcctag

<210>5

‘gttttgtcat
ccaacttcat
aaaaattggg
aaggggttaa

<211> 14815

<212> DNA

<213> PRRS virus

<400> 5

gganacatac
ccaccecettg
gcctgctget
acgggatctc
tgccegggta
tcttetetet
tagggacaag
cgggtgctgt
cttecteccaa
tcgacacctt
gcecegtgecee
tggtgccacc
ctgtccattt
ggactectece
cgcectggag
tcctgectecat

acgacacttc
gcecctgtte
ccecttgecage
caccctttaa
ttttggaacg
ccagagcettce
cttcactgga
tggctctcag
cgacttgtga
cgtgaactce
gggatgggtt
catgtgttga
gaggaggctc
ctcaacggtc
gtactaccge
caccectgteg
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cctectgget
ctcgacgeat
tcaggacatc
cggaaagtcg
taacgtgacc
tttecacgee
cgttgtttee
gcagcatcat
gaggtgggcet

ggggcgttte
gteectggtcee
gacgatatgc
gacctttgtg
ccattttttt

‘gtatgtacte

ccgtgetget
tgtagacaac
caaagccgaa
agctcaaccce

tagtgtttgt
tagcccaaca
gggaaggacc
ccatgtctgg
ccggccaagt
aggacactga
aagtccctat
ctgttttece
aggttgctga
aagtttacga
tgtttgcgaa
ctaactcgcc
attctagegt
gatctegecat
ctgagttaga
acctggecga

ggtgctcaat
ctatcagata
aattgtctce
tcccaatgtce
gacgaatcat
tcagaaatga
gcttgtgtcea
ttggtaattg
acaaccattg

ttgacteege
tttgccgatg
gagectgaatg
ttttacccgg

gacgecgeteg,
.acggcgcettg

tgcagcgtcet

aaaaattgca:

cgggggagag
gtcgacggca
ttgacgagga

gtaccttgga
ggtatccttc
tcccgagtat
gacgttctce
cttttgcaca
cctecggtgea
cggeatcect
tttggcgegt
tgttttgtac
gcgeggetge
ctccatgecac
tttgcctcaa
gtacaggtgg
gatgtggacg
acgtcaggtt
ctgggagcte

atatcatggt
ttgagaccaa
gacctcacgg
gtgaageccgt
acttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg
cttgtttgtt

actcttgett
gcaacggcaa

.ggaccgactg

ttgcecactca
gtcteggege.

tggcctgecg
ttcatcgatg
acctegteac
cttecggctga

ggcgtgggta
tctctegggg
ttccggagag
cggtgcatgt
cggtgtctcea
gttggcttgt
caggtggaat
atgacctcceg
cgtgacggtt
aactggtacc
gtatccgacce
caggcttgtc
aagaaatttg
ccggaatecg
gaaatcctca
actgagtcce

ttctgaggeg
cacgaccgcg
ggtectcagca
cggtactccce
cgcggacttg
cttcaaagtt
ttatgtggcce
gttgectgecat
cgcecattcte

ctggtggttt
cagctcdgaca
gttgtccage
tatcctctcea
tgtatccact.
tgctttegea
ctatgcccgt
gaagtctcca
catcaaacat

gcaatgggag

cagcececgce
cgagtgcgcc
cacctgcecttt
gcacccegge
gtgegeggte
tttacaagcc
gtactccatc
gcaatcacaa
gcttggeacc
cgatcacggg
agcecgttcce
ggcagecegtt
tggttttcac
atgattcagc
ttcggagttt
ctgagaacgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540.
552.

60.
120
180

‘240

300
360
420
480
540.
600
606

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860



tttttectte
tggcaagtgce
acatctaget
gcgcaggett
tgaagcgcetyg
cccaggattce
ccggatcecttt
taagcgtgee
cceccacctgt
ccttgeegee
caacagacca
acaactgcecect
acttaacgga
tegtgaatgt
cgggctacct
tgttagetet
cgacaaaatg
actattagag
-tgagaggatg
taaagttceca
tccagececgac
cgggaatttg
accactggat
acccgacaac
gacggggcct
gcctttggac
ttggccagktg

ttttgtaaag:

ttctgaatcece
-ccetgtegac
cgaactcaag
cgatgtccat
cggtagtcgt
catgaaaact
attcctcect
tgacaatgec
ccccoceccaaaa
gcaagaagat
gagcacgggc
cagtcagegce
cacacttttc
tttacteget
tgtettttet
tgctgtattt
gccggagtgt
cggecttgtg
gtcacgttat
tcttgtttat
agctcctgeg
tgtatccttg
gggttggcge
agcttatgce
cgatceccagt
ccagcctaca
aaaagttcca
ggtccgcectge

aacacgtcte
tggctctect
gacgcctteg
caagttcacg
tcttgececec
gttcgectga
cggtttggag
gctaaaagtg
ggaattacca
ataatgaacc
gaggatgatt
gctacegtgg
gttcactggg
gtggttggeg
aaacgtgcac
ggtattgctg
ttgacctcecco
gttgttecge
ttgaaggatt
tceteaaagg
ttecgagecag
tccececteag
ttgtcccaac
ccaggttetg
atacteccgte
cagtctgatg
agggccaccg
cctcgaaatg
agccctgtcea
ttgacgactt
cgcecgegtt
gcgaaaataa
gcaaccccag
tggcgctgea
gacatgattc
ggcectgaage
ccggttggge
gtcaccccct
gggagttgga
ctecatgacat
tcgcecacggg
ctecttgetet
ggttcetttge
ttattctega
catgctgage
gtcggeecct
ctctggeatg
gtggtgtcce
gaggtggctce
tgtgatecgat
gggtgctgge
aatttggatg
caggectgtca
cctgaggtcg
gtcaacccag
ggttactcga

attcttgegg
gectttttggg
gttaccaaac
gcattegtgce
agtettggat
catccetteg
cgcataagtg
agaaggattc
cctactctcee
ggatgataaa
gggcttctga
tteggaatceg
aggtagaggt
tttgectetga
tegaggectt
actttecttge
cgtcaccaga
aaaaatgcgg
‘gtcecgagetce
ccecgtetgt
catctecegga
actccatgaa
cagcaccagce
atgeccggtge
atgttgageca
cgcaaaccct
‘cgtetgaccc
-ctttetetga
tcgagtttga
cgaacgaggc
tctecgeaca
agaaccgggt
ccaccaggga
cctegecagtt
aagacacacc
aaccggtgge
cagtgecttga
ccgatgggec
aaggccttat
gggtttttga
gctetatgge
gtcgttetta
ggcgtgtteg
ctccatcecaa
ttttggctet
‘egggcctett
ttttectacyg
aggggcgttg
ttaatgtatt
tccaaacgcec
gtggtgagag
aaaagaaaat
aatgectgaa
ttcgegtgte
attgcagggt
cagcacaact
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tcaccttgte
ccagtcggcece
caagtggggce
tgtagtcgat
caggcacctg
cattgtgccg
gtatggcgct
ggctcececcacc
accgacagac
tggtgactte
ttatgatctt
cgectgtecet
gaggtctgga
aggctgtgtce
ggcgtetget
taatccacct
gcggtecgge
tgccacggaa
caaacaggcc
gtcecctggac
aaggeccagct
agaaaacatg
tgccacaacg

-ccteceegte

ctgeggeacyg

-ggaccagcect

tggctgggtce
tggcgattca
ccggacaaaa
cctetetgta

agccttaatt.

atatgaacag
gtggctcgac
ccaagctggt
gcctectgtt
acagtgggat
ccagaccgtce
accccatgeg
gctttecegge
agttttctce
tccaggtgat
ccegatactce
tctgggtgtt
ccecagteggt
tgagcagecge
atgtgtcatt
tttatgecatg
tcacaagtgt
tecetttettg
aaaaggggtt
tcecatteat
atctgctcaa
agttetgcecag
cgagatcccec
tgtggtagat
ggtecctggge

caaaacceccg
gaagtgcgct
gtgcatggta
cctgacggte.
actctgaatg
aacacagagc
gccggcaaac
cccaaggttg
gggtettgtg
acgtcecetce
gttcaggcga
aacgccaagt
atggctccte
gcaccgecett
tacagactac
cctcaggaat
ttctctagtt
ggggctttea
atggcccttce
gggtgtttee
ggtctaatta
ctcaatagce
acccttgtga

accgttcgag

gagtecgggeg.
ttaaatctat
cacggtaggc
gcecttcagt
gatgctccgg
gtcgaccctt
gaccgaggcg
tgcctecaag
aaaatgtggg
cgcattcttg
cccaggaaga
aggaaattga
ccteegecta
ccggatttte
acccgteteg
caccteccag
tggttgtttg
ggatgectte
tttggttectt
tettettgtg
caactttggg
cttggcaagt
cttgeggatt
tggggaaagt
cgcgeccacce
gatcectgtge
caaccacacce
acggtggttg
gcgggagggg
ttctcagecece
tcggacactt
cggggcaact

acgtgtttga
gccatgagga
agtacctcca
ccattcacgt
atgatgtcac
ctaccacttce
gggctecgtge
ccctgeetgt
gttggcatgt
tgactcagta
ttcaatgtct
accttataaa
gctcccettece
atccagcaga
cctcegattg
tetggaccct
tgtataaatt
tctatgetgt
tggcadaaat
ctacggatgt
acctggtagg
gggaagacga
gagagcaaac
aatttgtecce
acagcagttce
ccectggeege
gcgagectgt
teggggaget

tggttgacge.

tcgaatttge
gtcecacttge
cttgtgagce
atagggtgga
cgtcectcaa
accgagcetag
gtgtgacccee
cggatatcca
ctagtecgagt
cggggtctat
cttttatgcet
caggtgtegt
ccctattggg
ggatggettt
accacgattc
aacctgtgeg
tactcggtgg
tggcecettte
gtataaggac
gtgcctetcet
acttggcaac
aaaagcccat
ctgtcecata
ctatcgtgga
catttttcec
ttgtggetge
ttgeccaagtt

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
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



aaatcagacc
ccttgetgtg
cacatcacct
atatcctacc
ggtcaccctg
tattttggtg
gttagtgatc
cttctttect
ctcattcttg
tctctgggea
ccagtacacc
tatggeccgec
.agttggatcce
tgttgtaggc
cgtcactgcet
ccgeatgecac
‘gggcgttgee
atcaactggt
-tggecgattcg
ttcaaacaaa
-agaaaccaag
cattaaattg
gctcctagee
ctttttectt
ctttttgcetg
ctttgtgett
.ggcatctctc
-tttggceget
gacatactgc
.cggtggactc

catgectggtt-

taatctcaga
tttagcttge
gtgctttgta
tgccaaggcec
tttgtccaag
gattgttctg
aaggaaaact
tactgtegtg
ccctettttt
gatgaagaaa
aatttgggac
ccatgetttt
cgeecccecaa
cggtattacg
caactgccett
ttgecgacctt
cttgaccact
ggcggcctag
accttaggcc
cagggccacg
ccgtececttg
gggcatgggg
acaaaggcag
gacgcccega
cataaaggcc

cccececagga
gctcaagtgt
caagtgtgtg
tatggcecceg
ccattgttet
ctecgteteet
tttteggett
atactcttga
gtgttttgtc
attggccget
tectgggeccac
gtccggagag
cttetegaag
tcttecettg
gcccatgtgt
actttcaaga
cctgtggtca
gtegaacceg
gggtcacccg
cttggttetg

ctctetgace.

agtcecggceca

tcegteectg -

ctectggegea

aatgaaattc.

gcatgggcca
aaccgcaaca

gaaatcggga
ttecttaccta
cataccctecg
ggtgatggga
aaaggtgttt
aagttgtcac
tctgcttecaa
ctgcgecaag
ctcgaggecet
cttgggcaac
gtgtcegtge
tccaacacac
gagaatggtc
cactgtgtat
aagtctaccg
caggacaggt
cagggatttg
tataacaggt
gaagctgceca
acagctgececg
gaacaggctt
ttgtaactga
ctttagacct
ctgttgtgge
ttgacgttct
ccgggaatat
aactcgagtt
acctccaact
gccttatcaa

actctatctc
ctgegtggac
geccgaggaac
gagttgtgtg
‘cagcegtggce
tgactgettt
tctgtgcetta
agtgggttac
tgccagcagce
ttacccaggt
gtggtgcagce
ctgctttaac
gtgctttecag
gttccggagg
tgaacggcga
ccaatggtga

raggttgcgaa

gtatcattgg
tecatctcaga
gtcttgtgac
tttccagaca
tcatcectga
tagtggaagg
tgatgggcca

tteccagecagt -

cccectggte
agctttctct
cttttgetgg
gggtececttge
gtgtgattet
gtttctcaag
cacagtcctg
aggctgacct
acatgaaaaa
agttggectce
ttgctgaaac
atcctecacgg
aagagaccceg
ccgtggacge
cgcgtcateg
cccteggett
gtgacacctt
cagccgacta
atccaaagtc
atctgatcaa
agctgtecect
aggtggaaaa
taaactgtta
aacggcggta
aaaagtcact
aaacttatgt
tctgaaacec
gggcgtggac
atccaagcaa
cccttacaag
caccaggttt
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caccaaaacg
tcttgttecat
cgctgaccca
ctectetega
acaactctcc
ggcccaccgce
cgcctggecc
ccttcacccet
cggcatcctc
tgcecggaatt
tgctgtggcece
tgggcgaact
gactcataaa
ggttttcacc
cacagctaga
ttatgecetgg
ggggtaccgce
ggaagggttc
atctggtgat
aacccectgaa
ttttgecaggce
tgtaacatec
cggceteteg
tgcctggaca
tttggtcecga
tgcacaggtg
ggcgttctac
cagattgtct
tatgaccagt
gtggttatte
cgccttette
tggcatgaat
tgattttttg
tgectgeegge
tctagttcag
agccacceeg
atccatccte
gagcctaggce
cttaaccgge
cagcgaggaa
ccacaacatc
ttacacggat
cagagacadgd
tgaaaccccg
aggtaaagag
tgagcaagcet
gctaaagcge
gccgecagceg
aaaattataa
teccgaggtgg
tceggtgtcea
ggacttgata
ggttctattt
ataatccaag
ctctateccectg
ggagatttac

actggtgggg
ttcatccteg
tggtgttcaa
ctttgtgtgt
ggtagagadg
atggctctta
atgagctecct
ctcactatgce
tcactaggga
attacacctt
acagccccag
ttaatcttea
ccctgectta
attgatggca
gtcaccggceg
tceccatgetg
ggtcgtgect
gecttetgtt
cttattggaa
ggggagacct
ccaagegttce
attccgagtg
acegttcaac
cccattgttg
gecegtgtttt
ttgatgatta

‘gcactcgggg

gaattgtctc
tgtgttcecca
aaataccggt
ctacggtatt
aacgagtccc
tccagcecttaa
cagtacattg
attgacazaa
tcececttgaca
gatattaatg
ggctccaaat
atcccactce
gacgatctta
aatggcaaag
gattcececggt
gactatgagg
gttggcaccg
gttctggtte
ctecgetggga
atcattagtc
gcttgacccg
aataccacag
aggtaaagaa
tcttgatgag
caacacccgg
gggattttga
catgtgaagt
ttagggggga
cttacaaaac

cetcttacac
gtctttggtt
atccttttte
ctgcecgacgg
tggggatttt
aggcadacat
ggttaatcetg
tttgggtgca
taactggcct
atgacatcca
aaggcactta
ccecgtetge
acaccgtgaa
gaagaactgt
actcctacaa
atgactggca
actggcaaac

ttactaactg

tccacaccgg
gcaccaticaa
ctettgggga
acttggcatc
ttttgtgtgt
ccgtgggett
cttttgcact

gactecctcac:

gtgtcgtcegg

aagctcttte,

ccatcatcat
gcctccacaa
ttgcagaggg
taacggctge
cgaacttcaa
aagcagcgta
tgaaaggagt
taggtgacgt
tggggactga
tcagtgtttg
agacaccaac
aagtcgagag
tttactgcaa
acacccaaga
gtgtgcaaac
ttgtgatcgg
ccaagcctga
tgggccaaac
aactccaagg
ctgtggecge
cagaacttte
atcaactgag
acctcaccca
cattcaacca
aaccgcacce
taggcgeggg
tectgagegg
tecctecaagac

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520

5580:

5700
5760

5640

5820.

5880*
~5940

6000:
6060
6120°

6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680



accaagtccg
ggtaaatcca
ccctatagtg
catggcactt
tttgtectge
gcgeegeceat
ggccagaggt
cgcgccgtea
tccaagccca
tcggcegetea
ttggggaaaa
gacttggecct
ctgtatgaac
gacctegtgg
ccegtecacca
ttgtecggect
ttegaggacc
gctgaaagac

‘ggtttcagaa-

.agaattgagg
tatcacatga

.gattcatgtg-

gceceggtgeg
-tgggagaagc
gccaaagccg

‘catcaacact:

-cagtgtcagt
-ccatacaaac
ccggggaggt
gaagttgatc
.ataaacatgg
ggttceggaa

cccacccatce.

ccaggagcect

attgcecageg

catctggaca
caacttcacc
cagctgacca
agggaaaaac
gcetttggte
gattcatccc
ctaaataaat
gaccctcata
cttgtgttca
gtagcgaagg
tctectettag
gcacataacc
gagttggege
cttgtcgcta
tatgtggtcg
ctatacatca
gccacagatt
cacgcattca
aaatacctac

ggcagggctg
tatctgcecaac

caatccacge
cactaggtac
tcatggagta
ccaaggctge
ctggggtect
tgttectcecce
tcccaacaaa
aggagaattg
aaaccaggac
gtggtgtcac
acaaattcaa
cctgtgaccg
ttgcaggatg
caacacagga
gtgtgtccaa
tgaaaatggg
tccttgaaat
ccacctttce
cggacccaaa
cagggcgaca
aggcgcagaa
cttgcattga

‘ceccgcececagga

tgagaagtca
actatgcgtc
gcectgteac
cacctgttgg
ctecctegeac

accagtcccg

tttctgatgg
tgaaggtggce
agaccacctg

agactatgtt

caggactccc
ggcacgtcece
ttettagact
ctgtecggett
ctatttacag
ttgaatctaa
aggtgctgac
agggggecac
cccgagcactk
accagctcca
gctgtgggga
ccectagagac
ccgettgtte
tggggtttta
cacattggce
gtatgcgcece
ggccgtecac
ggggtgaacc
gtcgggagta
ttggcgatgt
ctaggtcect
ctaaagcecgt
ctgagacgge

ggcttgttge
cactcttcaa
ccttgattcea
tgcagaggac
acgcctagta
atcaacttat
ggacgttcag
gcaaactgtg
catcctggge
ccaggcatte
ggagctgeat
cagcaccccee
tgaagagtac
tggtgcctte
caccgtatat
tcatgaaatt
tcagectatg
caattaccac
gaaaaccgtc
gctagtecccece
cgcectecagag
ccatgaccct
tggttatagce
taatgaaggg
cgeetgtggg
tctgagetge
ggctggcaga
tgtcatcatg
tcgaggtcte
agactaccaa
ttgcaatgta
gctactgagt
tgatatagtce
tttecccacca
tggccgagta
gctttccaaa
tgattcctre
atttggccct
ggctaggaac
accataccat
ctttgatatt
tgtagccatce
ggagttttte
tgagctggta
aggtccatct
ggeccagtcetg
cttttecececeg
agtggttacc
aattgatgcce
ctttecttggt
tcaggcettg
tctcgacgeg
caaaggtacc
gcctaaggac
gtgcactctc
atcaaaatgc
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ctgecacccca
catggttteg
cgccectgaca
ctccaaaaat
cgcagattca
ccecgceccaaga
agcatacctg
acaccttgta
accaacaact
atgaagaagg
tgcactgteg
gccattgtaa
ttgcctaget
acaaaacgcg
tcactggtaa
ggtcttaagt
ttggtatact
tggtgggteg
ataactgata

aatcgegacc

tattatgcgt
gagtggtatg
tteccaggtce
aagaagttcc
cttgatttgt

-ggtcaccatg
‘tcoectettg

aaggtgggta
gttgcagtca
gtggtgcecetc
ctactcagca
caagtccagg
agtgctctceca
cctgecaggt
tcatacctecg
acaccecttg
tgttatgtgt
aacatttgcg
accagggtgg
aaagatcgca

.gtgacattgc

actecgggcaa
aatctaaccc
gttctgaatg
cgatttcgag
gaagggagct
gacagtccag
caccagaaca
cgctacagca
actcecctggeg
ccagaaacac
gctgaggaag
acggtggggyg
tctgttgceg
accgatgtgt
tggaaactca

acggggcccce
agctttatgt
ccecttttat
acgacctatc
tctttggceccea
actctatggc
aaattgatga
ccctcaagaa
ttattgectt
cttggaagte
ccggcagatg
gatggtttgt
atgtgcttaa
gtggeectgtce
tttatgecca
tcetecgagga
ctgatgacct
agcaccttga
aacccagctt
gcatcctgge
ctgctgecge
aggacctcat
cggcattttt
gccactgegg
gtttgttcca
ccggttcaaa
atgcegtgcet

ataaaacaac

agaggggtat
ttttgcegac
agttcatagt
acgatgatgt
aagtttgcag
ccgggeegtg
atgaggctgg
tgtgtttggg
tcgatcagat
cagccatcca
tttttaccac
tecggctctge
atctaccate
gacacgggtt
ctgagegcecac
cggataatgce
tatcagaccce
gtatgccact
tatttgecacc
atcgggegtg
agccaatggt
tggtgtcata
tegtttcaac
aggcagcaaa
ggtgtcatca
tagttggagt
acctcceccga
aattagactt

agtgtctgat
ccctactgtg
gtgtactaaa
cacccaagga
tattggtaag
agggatcaat
aatgtgtgec
acagtactgt
ggctcacaga
cccaattgece
tcttgaggee
tgccaaccte
ttgctgececat
gtccggggac
gcacatggta
acagctcaaa
tgtecttgtac
cctgatgetg
ccteggcetge
tgctettgea
aatecctgatg

ctgcggtatt-

catgtccatg
catctgcgac
ttecgecacttt
ggaatgttcg
aaaacaaatt

ggccctegat:

tgcaggcaat
ttgcaaagac
agggecacca
catttacaca
gtattecgtt
ggttaggctt
atattgtaat
tgaccttcag
gcctcagaag
gccttgttac
ccggectgtg
gataaccata
gccaaagtcc
gttcatttat
tgattgtaac
agtcacaact
gaggtgcaag
accgcecaagtg
tctgeccaaaa
gcctgatcga
cggtgcaggg
ctatctecaca
aggacgtata
agaactccec
cattacatca
aagttcgecce
actccggcca
cagggacgtc

7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820.

‘8880.
8940

9000:

‘9060

9120.
98180
9240
9300;

.8360"
9420°

9480
9540:
2600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040



cgactaatgg
gcgetgeceg
ccgtgtatag
gacctagcag
gaggaccteg
tttgaaaaca
actgactata
gaccatacgt
ctgcecgectg
atcagccagce
attttcecettg

agagtggttt.

aaggtecctat
gcacccattg
tecgtegcecatt
.tgaggccact
cgcagtagag
tgecegttgge
cccecacgeca
‘cgcttceatt
:aattccaget
-ctgaccateca
ctcgageceeg
«catgatgagt
‘tatgettgge

gggataggga
-catgatggac.
:tattaccacc-

‘tttteectcect
gtttctcgac
:tecttcagga
:ccetteggaaa
:cggctaacgt
gectttteca
:ctggegttgt
waccagecagea
caatgaggtg
ttctcacaaa
gtgtaccgge
.catatataac
ttgggcagte
tctcacaaca
tgttggcggg
atgttttgtce
taccaacttc
agaaaaattg
cgaaggggtt
gatttttgca
acacctataa
atcctaatat
‘tccaccaacce
agcttcacag
cgatacattc
gcgtetggta
ctagtaccag
gttaaccteg

tctggaaagg
actatgccag
gaccggcaac
tgacaccgta
ggccgeagtg
ctgaggattg
actggaactg
atcattttge
ggcaagtgcc
tgttcgtgga
ccatactgtt
gctecegeget
gaaggcttgt
ggtatgettt
taccagacca
ctcacgaagc
gcggattett
aatgtgagcc
ggtacgaggce
ttttcctctg
ctacgctatg

-actacaccat

gtcgtaacat

tgttaatgce.

tggctttttt

atgtgtcgeg
-agaattcaac
:accaaataga

ggctggtgcet

:gcatctatca

catcaattgt

gtegtcccaa

gaccgacgaa
cgcctcagaa
ttcegettgt
tcattkggta

ggctacaacc:

ttggggegtt
ttgtcctggt
ttgacgatat
gagacctttg
agccattttt
cggtatgtac
atccgtgcetg
attgtagaca
ggcaaagccg
aaagctcaac
acgatcctat
tgatatacgc
ttctgaactg
gtgtecgcact
aatcatggaa
tggccecetge
accgagcata
gacttcggag
tcaagtatgg

agccaccgec
gtttattcag
agccaaccgt
tgattacggce
gaagattttg
ggcaatcctt
tgttcgagaa
ccctggcaca
gtgaattcgg
cgectteact
tgggttcacc
tctecegtteg
tgcccaactg
ggcacatgcg
tggaacattc
tgtcaagget
‘geecgetttet
tacagtacaa
ccaagttgac
tggcttcecatce
tttttggttt
atgcatgece
gtggtgcaaa
cateccegtec
gtcettttec
-cgtcttegtyg
cgtatctacc
cgggggcaat
.caatatatca
gatattgaga
.ctecgaccte
kgtcgtgaag
tcatacttgt
atgagcgaga
gtcaatttea
-attgatcaca
attgcttgtt
tcttgactec
cctttgeega
gcgagctgaa
tgttttaccc
ttgacgcgcet
tctgecagegt
ctaaaaattg
accgggggag
aagtcgacgg
ccttgacgag
cgeccgeacaa
ccttaaggtg
ttecctttaca
taccetgggg
gtttatcact
ccatcacgta
cgetgtgaga
cctcgtgetg
ccggtaaaaa
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tatttecagt
ctgcccaagg
aaggtcgtgc
gcccagaaca
gggttacagce
gcacgcecgta
cgcccacacg
gaattgcagg
agtgatgcaa
gagttecttg
gtcgcaggat
cgctetgeca
cagaccggat
agtttcccaa
aggtcaagcg
cgatatagtt
cagctcacga
caccacgttg
cgacttcaga
tgttaccttg
ccattggcecece
tgttctacca
atagggtatg
gggtacgaca,
tacgcggcce
gacaagcgac.
ggacacaaca
tggttcecattr
tggtttctga-
ccaacacgac
acggggtctc
ccgteggtac
acaacgecgga
aaggcttcaa
cagattatgt
tteggttget
tgttcgeceat
gcactcttge
tggcaacggc
tgggaccgac
ggttgccact
cggtetecgge
ctacggeget
catggcctge
agttcatcga
caacctecgtc
gacttegget
aagctegtgce
tcacgeggec
ttcggataca
gctgttgtcg
tccagatgca
gaaagtgctg
aagcccggac
ggcggcaaac
ccagagccag

tggaagggct
atgcegttgt
gdaccacaga
ttttgacaac
cctttaggeg
tgaatgacgg
ccatctacgg
tagagectagg
tggggttact
ttagtgtggt
ggttactggt
ttcactcectcee
gteccecacaat
ttaattgatg
gcctggaage
actcatttce
ctecgtgatge
gaccgegttg
caatggctca
ttcatagtge

.acggcaacac

gtcaagcgge

-acaggtgtga

acctcaaact

-aattccatcce

accagttcat

“tctecegeatt

tggaatggct
ggcgttegece
cgcggcetgece
agcagcgcaa
tccecagtac
cttgctgatyg
agttatcttt
ggcccatgtg
gcatttectg
tctettggeg
ttetggtggt
aacagctcga
tggttgtcca
catatcctct
gctgtatcca
tgtgcttteg
cgctatgecce
tggaagtcte
accatcaaac
gagcaatggg
tagecctttag
gactcetggg
tgacatatgt
cccttcectgtg
gattgtgttg
caggtctcca
taacatcagt
gagctgttaa
aagaaaaaga

tacatggtcg
atacattgat
ctggcgggec
agcctggtte
agcatttggce
caaggactac
gcgtgetegt
taaaccecgg
gtggagtaaa
tgatattgtt
cttecettcte
cgaactatcyg
ttgcattcaa
agatggtctc
aggcggttgg
aacacctggce
taaaaaatct
agctcatcett
tcagtgtgca
tttggetteg
atcattcgag
tcgeccaaagg
ggagcgtgac

tgagggttat

ggagttgtte
ttgtgcegag
atatgcggca

gcggcecacte

tgtaagccct
ggtttecatgg
gaggaaattc
atcacgataa
ctttectgcegt
gggaatgtct
acccaacata
acaccatctg
atatgagatg
tttttttget
cataccaata
gccattttgg
cactgggttt
ctgcaggatt
cagcegttegt
gtaccecggtt
caatagtggt
atgtecgtect
aggcctagac
catcacatac
gctgttgcac
gcattttcaa
gggtgtttac
ccttggeecgg
ttcaatctca
gaacggcact
acgaggagtg
aaagtacagc

11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480.

-12540

12600
12660
12720
12780
12840

+12900

12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13520
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400



tccgatgggy
gteccecagege
ttttcecectyg
ctgecttgcaa
cagcgggaag
gattcgegtg
tggccgegat

<210> 6
<211> 750
<212> DNA

aatggccagce
cagcaaccta
gctgctgaag
tcgatccaga
gtcagttttc
acttctacat

tggcgtgtgg

<213> PRRS virus

<400> 6

.atgcaatggg
‘tecttgttag
.caggatggtt
ctgccatteca
ccggatgtee
tceccacttga
caagcggect

atagttactc

tecacgacteg

‘acgttggacce:
‘ttecagacaat.

accttgttca
tggccoccacgg

<210>7

<211>798
<212> DNA

gtcactgtgg

tgtggttgat.

actggtcttt
ctcteccgaa
cacaatttgc

ttgatgagat:

ggaagcaggt
atttecaaca
tgatgctaaa
gcgttgaget
ggctcatcag

tagtgctttg.
caacacatca-

<213> PRRS virus

<400> 7
atggctcatc

catagtgctt
ggcaacacat
caagcggcte
aggtgtgagg
ctcaaacttg
ttcecatcegg
cagttcattt
teccgeattat
gaatggctge
cgttecgeetg
cggctgeegg
cagcgcaaga
cccagtacat
<210> 8
<211> 552
<212> DNA

agtgtgcacg
tggcttecgaa
cattcgaget
gccaaaggct
agcgtgacca
agggttatta
agttgttegg
gtgeccgagea
atgeggcata
ggccactctt
taagccctgt
tttecatggte
gaaaatttcc
cacgataa

<213> PRRS virus
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cagtcaatca
ggggaggaca
atgacatceg
cggctttceaa
aggttgagtt

-ccgecagtcea
‘cctetgagte

‘agtaaaatca
attgccattt
cttctcagag
ctatcgaagg
agtcaagcac
ggtctctegt
ggttggtgag
cctggeegea
aaatcttgee
catcttecce
tgtgcacgcet
gcttecgaatt
ttecgagctga

cttecatttt
ttccagetet
gaccatcaac
cgagceccggt
tgatgagttg
tgcttggctg
gatagggaat
tgatggacac
ttaccaccac
ttecttectgg
ttctegacge
cttcaggaca
tteggaaagt

actgtgccag
ggccaaaaag
gcaccacctce
tcaaggcgca
tatgctgeecg
gggtgcaagt
acctattcaa

gccagetgtt
tcettgecat
tggtttgcecte
tcectatgaag
ccattgggya
cgeatttace
gccactcetcea
gtggaggcgg
gttggcaatg
acgeccaggta

tccatttttt:

ccagctctac

ttectectgtg
acgctatgtt
tacaccatat
catagcatgt
ttaatgccceca
gcttttttgt
gtgtcgegeg
aattcaaccg
caaatagacg
ctggtgctca
atctatcaga
tcaattgttt
cgtececcaatg

ttgctgggtyg
aaaaagcctg
acccagactg
ggaactgegt
gttgctcata
taatttgaca

ttagggcggt

cgtggacgcce
actgtttggg
cgegettete
gettgttgee
tgttttggea
agaccatgga
cgaagctgtc
attcttgeeg

tgagcctaca-

cgaggcccaa

cctetgtgge:

gctatgtttt.

gcttcatctg
tttggtttce
gcatgccetg
ggtgcaaaat
tecegtecgg
ccttttecta
tcttegtgga
tgtectacegg
ggggcaattg
acatatcatg
tattaagacc
ccgacctcecac
tegtgaagece

caatgataaa
agaagccaca
aacgctceect
cgcttteatce
cagtgcgecet
gtcaggtgaa
catag

ttcactgagt
ttcacegteg
cgttegeget
caactgecaga
catgecgagtt
acattcaggt
agggctegat
ctttctecage
gtacaacacc
gttgaccgat:
ttcatctgtt -
tggtttccat

14460
14520
14580
14640
14700
14760
14815

60.
120.
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

-750°

ttaccttgtt
attggeccac
ttctaccagt
agggcatgac
gtacgacaac
cgecggeccaa
caagcgacac
acacaacatc
gttccatttg
gtttctgagy
aacacgaccyg

ggggtctcag
gtcggtacte

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
798



<400> 8

atggetgegg
ttcgectgta
gctgeceggtt
gcgcaagaga
cagtacatca
ctgatgcttt
atctttggga
catgtgaccc
ttectgacac
ttggcnatat

<210>9
<211> 606
<212> DNA
<213> PRRS

<400> 9
atgagatgtt

tttttgetgt-

taccaataca

cattttggtt-

«ctgggtttte

gcaggatttg’

gcgttecgtat
acccggttta
atagtggtag
gtcgtccteg
gectag

<210> 10
<211> 2396
<212> PRT

ccactctttt
agccctgttt
tcatggtect
aaatttcctt
cgataacggce
ctgcgtgect
atgtctctgg
aacataccceca
catctgcaat

ga

virus

ctcacaaatt
gtaceggett
tatatgactt
‘gggcagtcga
.tcacaacaag
ttggcgggcg
gttttgtcat
ccaacttcat
aaaaattggg
aaggggttaa

<213> PRRS virus

<400> 10

Met Ser Gly Thr Phe

1

Phe Trp

Ser Leu

Leu Phe

50
Ile Pro
65

val Phe

Asn Ala

20
Leu Ser
35

Tyr Lys:

Gln val

Pro Leu

Gly Gln Val

Pro

Pro

Glu

Ala

ctteetgget
ctcgacgeat
tecaggacatc
cggaaagtceg
taacgtgacc
tttctacgee
cgttgtttct
gcagcatcat

gaggtgggcet

ggggegttec
gtcctggtcee
gacgatatge

gacctttgtg-

ccattttttt
gtacgtactc
ccgtgetgetr

tgtggacgac:

caaagccgaa
agctcaaccc

5

Glu Leu

Arg Asp
55

70

Arg Met

85

Ser Arg Cys Met Cys

37 -

ggtgctcaac
ctatcagata
aattgtttce
tccecaatgtce
gacgaatcat
tcagaaatga
gcttgtgtea
ctggtagttg
acaaccattg

-ttgactccge
tttgccgatg
gagctgaatg
ttttaccegg

‘gacgegeteg
tgcagegtet
aaaaattgca
cgggggagag

gtcgatggca

ttgacgagga

10

Phe Cys Thr Arg

25

Gln Asp Thr Asp

40

Lys Leu His Trp

Cys Thr Pro Ser Gly Cys

Thr Ser Gly Asn

90

atatcatggt

ttaagaccaa

gacctcacgg
gtgaagcecgt
acttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg
cttgtttgct

actcttgett.

gcaacggcga:

ggaccgactg
ttgccactca
-gtetecggege
acggcgettg
tggcctgecg
ttecatcgatg
acctegtcac
ctteggcetga

Thr Pro Ala

Leu

Cys

Leu Gly

45
Lys Val
60
Cys Trp
75

His Asn

ttetgaggeg
cacgaccgceg
ggtctecagea
cggtactccce
cgcggacctg
cttcaaagtc
ttatgtggcc
gttgctgecat
cgccattcte

ctggtggcett
cagctcgaca
gttgtccage
tatecctectca
tgtatccact
tgetttegea

ctatgccegt
gaagtctcca-

catcaaacat
gcaatgggag

Ala Arg
15

Ser Ala
30

Ala Vval

Ile

Pro

Leu Ser

60

120
180
240
300
360
420
480
540
552

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
606

val

Arg

Gly

Gly

‘Ala

80

Leu
95

Phe

Gln



Arg

-Pro

Met

145

Asn

Glu

Thx

Ser

Gln

225

Leu

Asn

Asp

Trp

305

Ile

Sexr

Thr

Glu

Gly

Leu

Arg

Pro
130

His"

Ser

Glu

Asp

Asp

210

val

Ala

Thxr

Gly

Cys
290
Gly
Arg
Cys

Pro

Pro
370

Ala

vVal

His
115

Ile

Val

Pro

Ala

Ser

195

Asp

Glu-

Asp
Ser
Lys
275
Val
Ala
Pro
Gly
355

Thr

Ala

Lys
100

Leu

Ser

Leu

His

180

Ser

Serx

Ile

Trp

His

260

Cys

Glu

His

Val

Gln

340

Phe

Thr

Gly

Val
Arg
Gly
Asp
Pro
165
Ser
Leu
Ala
Leu
Glu

245

Ser
Trp
Glu
Gly
Val
325
Ser
Val

Ser

Lys

Ala

Glu

Pro

Gln

150

Gln

Ser

Asn

Ala

Ile

230

Leu

Cys

Leu

Lys

310

Asp

TIp

Arg

Arg

Arg

Asp

Leu

Val

135

Pro

Gln

Val

Gly

Leu

215

Arg

Thx

Gly

Ser

Leu
295

Tyr

Pro

Ile

Leu

Ile

375

Ala

-38-

val
Gln
120
Pro

Phe

Ala

Arg
200

Glu

Ser

Glu:

His
Cys
280
Ala
Leu
Asp
Arg
Thr
360

Phe

Arg

Leu
105

Val

Gly

Pro

Cys

Arg

185

Ser

Val

Phe.

Ser
Leu
265
Phe
Asp
Gln
Gly
His
345
Ser

Arg

Ala

wE
Tyz
Met
Gly
Arg
170

Trp

Arg

Leu

Pro

.Pro

250

Val

Leu

Ala

Arg

Pro

330

Leu

Leu

Phe

Lys

Axrg

Glu

Gly

Ala

155

Gln

Lys

Met

Pro

Ala

235

Glu

Gln

Gly

Phe

Axg

315

Ile

Thr

Arg

Gly

Arg

Asp

Leu

140

Thx

Pro

Lys

Met

Pro

220

His

Asn

Asn

Gln

Gly

300

Leu

His

Leu

Ile

Ala

380

Ala

Gly
Gly
125

Phe

Phe

Phe

Trp
205

Glu

Gly

Pro

Sexr

285

Gln

val

Asn

Vval

365

His

Ala

Cys
110
Cys
Ala
Val
Cys
Val
190
Thr
Leu
Pro
Phe
Asp
270
Ala
Gln
Val
Glu
Asp
350
Pro

Lys

Lys

Leu
Asn
Asn
Leu
Pro
175
Val
Pro
Glu
Val
Ser
255
Val
Glu
Thr
His
Ala
335
Asp
Asn
TXp

Serxr

Ala

Trp

Ser

Thxr

160

Phe

Phe

Glu

Axg

Asp

240

Phe

Phe

Val

Lys

Gly

320

Leu

val

Thr

Glu



385

Lys

Gly

Val

Pro

Asp

465

. Val

Pro

Pro

Ser

545

Phe

Leu

Leu

Phe

Gln

625

Pro

Phe

Xaa

Asp

Ile

Leu

Leu

450

Leu

Asn

Arg

Tyr

530

Ala

Leu

Thr

Leu

Ile

610

Ala

Ser

Glu

Xaa

Ser
Thx
Ala
435
Thr
Val
Arg
Trp
Glu

515

Pro

Tyx

Ala

Ser

Leu

595

Tyr

Met

Val

Pro

Xaa
675

Ala

Thr

420

Ala

Gln

Gln

Ala

Glu.

500

Ala

Arg

Asn

Pro

580

Glu

Ala

Ala

Ser

Ala

660

Xaa

Pro
405

Tyr

Tle

Ala

Cys

485

val

Val

Asp

Leu

Pro

565

Sex

Val

Val

Leu

Leu

645

Sex

Xaa

390

Thr

Ser

Met

Asn

Ile

470

Pro

Glu

val

Gly

Pro

550

Pro

Pro

Val

Glu

Leu

630

Asp

Pro

Xaa

Pro

Pro

Asn

Arg

455

Gln

Asn

Val

Gly

Leu

535

Sexr

Pro

Glu

Pro

Arg

615

Ala

Gly

Glu

Xaa

-390 -

Lys

Pro

Arg

440

Pro

Cys

Ala

Arg

Val

520

Pro

Asp

Gln

Arg

Gln

600

Met

Lys

Cys

Arg

Xaa
680

Val

Thr

425

Met

Glu

Leu

Lys

Ser

505

Cys

Lys

Cys

Glu

Ser

585

Lys

Leu

Ile

Phe

Xaa

€65

Xaa

Ala

410

Asp

Ile

Asp

Gln

Tyr
490
Gly
Ser
Arg
val
Phe
570
Gly
Cys
Lys
Lys
Pro
650

Xaa

Xaa

395

Leu

Gly

Asn

Asp

Leu

475

Leu

Met

Glu:

Ala

Ser
555

Trp

Phe

Gly

Asp

Val

635

Thxr

Xaa

Xaa

Pro

Ser

Gly

Txrp
460
Pro
Ile
Ala
Gly
Leu
540
Sexr
Thr

Sex

Ala

Cys
620
Pro
Asp

Xaa

Xaa

Val

Cys

Asp

445

Ala

Ala

Lys

Pro

Cys

525

Glu

Gly

Leu

Ser

Thr

605

Pro

Ser

Val

Xaa

Xaa
685

Pro
Gly
430
Phe
Ser

Thr

Leu

510

val

Ala

Ile

Asp

Leu

590

Glu

Ser

Ser

Pro

Xaa

670

Xaa

Thx

415

Thr

Asp

Val

Asn

495

Ser

Ala

Leu

Ala

Lys

575

Gly

Ser

Lys

Ala
655

400

Cys

Ser

Tyr

val
480
Gly
Leu
Pro
Ala
Asp
560
Met
Lys
Ala
Lys
Ala

640

Asp

Xaa Xaa

Xaa Xaa



Xaa

Xaa

705

Xaa

Xaa

Ser

Leu

Glu

785

Thr

Asp

Pro

Glu

865

“Ala

Asp

Thr

Leu

Pro

945

Cys

Glu

Xaa

690

Xaa

Xaa

Xaa

Asp

Asp

770

Gln

Vval

Cys

Ala

val

850

Pro

Leu

Ser
Lys
930

Leu

Leu

Trp

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Ser

755

Leu

Thr

Gly

Gln

835

val

Gln

Thx

Asn

915

Ala

Gln

Leu

Xaa

Xaa

Xaa

Ala

740

Met

Xaa
Xaa
Xaa
725

Gly

Lys

Xaa

Xaa

710

Xaa

Leu

Glu

Ser Gln Pro

Pro
Glu
Thr
820
Thr
Ala
Phe
Phe
Lys
900
Glu
Pro
Asp

Ala

Asp
980

Asp

Phe
805

‘Glu

Leu

Thr

vVal

Gly

885

Ala

Arg

Val

Cys

965

Lys

Asn
790

Val

Xaa

695

Xaa

Xaa

Ile

Asn

Ala

775

Pro

Pro

-40 -

Xaa
X;’ia
Xaa
Asn
Met

760

Pro

Xaa

Xaa

Xaa

Leu
745

Xaa

Xaa

Xaa

730

Val

Xaa

Xaa
715

Xaa

Xaa
700

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Xaa

Gly Gly Asn

Leu Asn Ser

Ala

Ala

Gly Ser Asp

Thr

Ser Gly Asp

Asp

Ala

Lys

870

Glu

Ala

Leu

Phe

His

950

Glu

Met

Gln

Ser

855

Pro

Leu

Pro

Serx

Ser

935

Ala

Pro

Trp

Pro

840

Asp

Axrg

Serx

Val

val

920

Ala

Lys

Gly

Asp

Thr

Ala
795

Gly Pro Ile

Sex

825

Leu

Pro

Asn

Glu

Val’

905

Val

Gln

Ile

Ser

Arg
985

810

Arg
Thr
780

Gly

Leu

Sexr Sexr Pxo

Asn

Gly

Ala

Ser

8390

Asp

Asp

Ala

Lys

Arg

970

val

Leu

Trp

Phe

875

Ser

Ala

Pro

Leu

Asn

855

Ala

Asp

Ser

val

860

Serxr

Pro

Pro

Phe

Ile

940

Thr

Met

Glu

765

Thxr

Ala

Axrg

Leu

Leu

845

His

Asp

Val

val

Glu

825

Asp

val

Pro

Lys

Xaa

Xaa

Xaa

Leu

750

Asp

Leu

Leu

His

Xaa

Xaa

Xaa

735

Ser

Glu

Val

Pro

Val
815

Xaa

Xaa

720

Xaa

Pro

Pro

Val
800

Glu

Asp Gln Ser

830

Ala

Gly

Gly

Ile

Asp

810

Phe

Arg

Ala

Thr
990

Ala

Asp

Glu

895

Leu

Ala

Gly

Glu

Thx

975

Trp

Trp

Ser
880
Phe
Thr
Glu
Gly
Gln
860

Arg

Arg



Cys Thr
Leu Pro
1010

Arg Ala
1025

Arg Lys
Asp Gln
Pro Ser

Thr Gly
1090

Gly Ser
1105

His Leu
Ala Pro
Leu Cys

Phe Ser
1170

Met Ala
1185

Ser Ser
Leu Glu
Pro Serxr

Arg Tyxr
1250

Ala Leu
1265

Txrp Gly

-41 -

Ser Gln Phe Gln Ala Gly Arg Ile Leu Ala Sexr Leu Lys Phe
985 1000 1005

Asp Met Ile Gln Asp Thr Pro Pro Pro Val Pro Arg Lys Asn
1015 1020

Ser Asp Asn Ala Gly Leu Lys Gln Pro Val Ala Gln Trp Asp
1030 1035 1040

Ieu Ser Val Thr Pro Pro Pro Lys Pro Val Gly Pro Val Leu
1045 1050 1055

Thr Val Pro Pro Pro Thr Asp Ile Gln Gln Glu Asp Val Thxr
1060 1065 1070

Asp Gly Pro Pro His Ala Pro Asp Phe Pro Ser Arg Val Ser
1075 1080 1085

Gly Ser Trp Lys Gly Leu Met Leu Ser Gly Thr Arg Leu Ala
1095 1100

Ile Ser Gln Arg Leu Met Thr Trp Val Phe Glu Val Phe Ser:
1110 1115 1120

Pro Ala Phe Met Leu Thr Leu Phe Sexr Pro Arg Gly Ser Met
1125 1130 1135

Gly Asp Trp Leu Phe Ala Gly Val Val Leu Leu Ala Leu Leu
1140 1145 1150

Arg Ser Tyr Pro Ile Leu Gly Cys Leu Pro Leu Leu Gly Val
1155 1160 1165

Gly Ser Leu Arg Arg Val Arg Leu Gly Val Phe Gly Ser Trp
1175 1180

Phe Ala Val Phe Leu Phe Ser Thr Pro Ser Asn Pro Val Gly
1190 11985 1200

Cys Asp His Asp Ser Pro Glu Cys His Ala Glu Leu Leu Ala
1205 1210 1215

Gln Arg Gln Leu Trp Glu Pro Val Arg Gly Leu Val val Gly
1220 1225 1230

Gly Leu Leu Cys Val Ile Leu Gly Lys Leu Leu Gly Gly Ser
1235 1240 1245

Leu Trp His Val Phe Leu Arg Leu Cys Met Leu Ala Asp Leu
1255 1260

Ser Leu Val Tyr Val Val Ser Gln Gly Arg Cys His Lys Cys
1270 1275 1280

Lys Cys Ile Arg Thr Ala Pro Ala Glu Val Ala Leu Asn Val



-42 -
1285 1290 1295

Phe Pro Phe Leu Arg Ala Thr Arg Ala Ser Leu Val Ser Leu Cys Asp
1300 1305 1310

Arg Phe Gln Thr Pro Lys Gly Val.Asp Pro Val His Leu Ala Thr Gly
1315 1320 1325

Trp Arg Gly Cys Trp Arg Gly Glu Ser Pro Ile His Gln Pro His Gln
1330 1335 1340

Lys Pro Ile Ala Tyr Ala Asn Leu Asp Glu Lys Lys Ile Ser Ala Gln
1345 1350 1355 1360

Thr Val Val Ala Val Pro Tyr Asp Pro Ser Gln Ala Val Lys Cys Leu
1365 1370 1375

Lys Val Leu Gln Ala Gly Gly Ala Ile Val Asp Gln Pro Thr Pro Glu
1380 1385 1390

Val Val Arg Val Ser Glu Ile Pro Phe Ser Ala Pro Phe Phe Pro Lys
1395 1400 1405

Val Pro .Val Asn Pro Asp Cys Arg Val Val Val Asp Ser Asp Thr Phe
1410 1415 1420

Val Ala Ala Val Axrg Cys Gly Tyr Ser Thr Ala Gln Leu Val Leu Gly
1425 1430 1435 1440

Arg Gly Asn Phe Ala Lys Leu Asn Gln Thr Pro Pro Arg Asn Ser Ile
1445 1450 1455

Ser Thr Lys Thr Thr Gly Gly Ala Ser Tyr Thr Leu Ala Val Ala Gln
1460 1465 1470

Val Ser Ala Trp Thr Leu Val His Phe Ile Leu Gly Leu Trp Phe Thr
1475 1480 1485

Ser Pro Gln Val Cys Gly Arg Gly Thr Ala Asp Pro Trp Cys Ser Asn
1490 1495 1500

Pro Phe Ser Tyr Pro Thxr Tyr Gly Pro Gly Val Val Cys Ser Ser Arg
1505 1510 1515 1520

Leu Cys Val Ser Ala Asp Gly Val Thr Leu Pro Leu Phe Ser Ala Val
1525 1530 1535

Ala Gln Leu Ser Gly Arg Glu Val Gly Ile Phe Ile Leu Val Leu Val
1540 1545 1550

Ser Leu Thr Ala Leu Ala His Arg Met Ala Leu Lys Ala Asp Met Leu
1555 1560 1565 .
Val Ile Phe Ser Ala Phe Cys Ala Tyr Ala Trp Pro Met Ser Ser Trp
1570 1575 1580



-43-

Leu Ile Cys Phe Phe Pro Ile Leu Leu Lys Trp val Thr Leu His Pro
1585 1590 1595 1600

Leu Thr Met Leu Trp Val His Ser Phe Leu Val Phe Cys Leu Pro Ala
1605 1610 1615

Ala Gly Ile Leu Ser Leu Gly Ile Thr Gly Leu lLeu Trp Ala Ile Gly
1620 1625 1630

Arg Phe Thr Gln Val Ala Gly Ile Ile Thr Pro Tyr Asp Ile His Gln
1635 1640 1645

Tyr Thr Ser Gly Pro Arg Gly Ala Ala Ala Val Ala Thr Ala Pro Glu
1650 1655 1660

Gly Thr Tyr Met Ala Ala Val Arg Arg Ala Ala Leu Thr Gly Arg Thr-
1665 1670 1675 1680

‘Leu Ile Phe Thr Pro Ser Ala Val Gly Ser Leu Leu Glu Gly Ala Phe
1685 1690 1695

Arg Thr His Lys Pro Cys Leu Asn Thr Val Asn Val Val Gly Ser Ser
1700 1705 1710

Leu Gly Ser Gly Gly Val Phe Thr Ile Asp Gly Arg Arg Thr Val Val
1715 1720 1725

Thr Ala-Ala His Val Leu Asn Gly Asp Thr Ala Arg Val Thr Gly Asp
1730 1735 1740

Ser Tyr Asn Arg Met His Thr Phe Lys Thr Asn Gly Asp Tyr Ala Trp
1745 1750 1755 1760

Ser His Ala Asp Asp Trp Gln Gly Val Ala Pro Val Val Lys Val Ala
1765 1770 1775

Lys Gly Tyr Arg Gly Arg Ala Tyr Trp Gln Thr Ser Thr Gly Val Glu
1780 1785 ' 1790

Pro Gly Ile Ile Gly Glu Gly Phe Ala Phe Cys Phe Thr Asn Cys Gly
1795 1800 1805

Asp Ser Gly Ser Pro Val Ile Ser Glu Ser Gly Asp Leu Ile Gly Ile
1810 1815 1820

His Thr Gly Ser Asn Lys Leu Gly Ser Gly Leu Val Thr Thr Pro Glu
1825 1830 1835 1840

Gly Glu Thr Cys Thr Ile Lys Glu Thr Lys Leu Ser Asp Leu Ser Arg
1845 1850 1855

His Phe Ala Gly Pro Ser Val Pro Leu Gly Asp Ile Lys Leu Ser Pro
1860 1865 1870

Ala Ile Ile Pro Asp Val Thr Ser Ile Pro Ser Asp Leu Ala Ser Leu
1875 1880 1885
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Leu Ala Ser Val Pro Val val Glu Gly Gly Leu Ser Thr Val Gln Leu
1850 1895 1500

Leu Cys Val Phe Phe Leu Leu Trp Arg Met Met Gly His Ala Trp Thr
1905 1910 1915 1920

Pro Ile Val Ala Val Gly Phe Phe Leu Leu Asn Glu Ile Leu Pro Ala
1925 1930 1935

Val Leu Val Arg Ala Val Phe Ser Phe Ala Leu Phe Val Leu Ala Tip
1940 1945 1950

Ala Thr Pro Trp Ser Ala Gln Val Leu Met Ile Arg Leu Leu Thr Ala
1955 1960 1965

Ser Leu Asn Arg Asn Lys Leu Sér Leu Ala Phe Tyr Ala Leu Gly Gly
1970 1975 1980

Val Val Gly Leu Ala Ala Glu Ile Gly Thr Phe Ala Gly Arg Leu Ser
1985 1990 1995 2000

Glu Leu Ser Gln Ala Leu Ser Thr Tyxr Cys Phe Leu Pro Arg Val Leu
2005 2010 - 2015

Ala Met Thr Ser Cys Val Pro Thr Ile Ile Ile Gly Gly Leu His Thr
2020 2025 2030

Leu Gly Val Ile Leu Trp Leu Phe Lys Tyr Arg Cys Leu His Asn Met
2035 2040 2045

Leu Val .Gly Asp Gly Ser Phe Ser Ser Ala Phe Phe Leu Arg Tyr Phe
2050 2055 2060

Ala Glu Gly Asn Leu Arg Lys Gly Val Ser Gln Ser Cys Gly Met Asn
2065 2070 2075 2080

Asn Glu Ser Leu Thr Ala Ala Leu Ala Cys Lys Leu Ser Gln Ala Asp
2085 2090 2095

Leu Asp Phe Leu Ser Ser Leu Thr Asn Phe Lys Cys Phe Val Ser Ala
2100 2105 2110

Ser Asn Met Lys Asn Ala Ala Gly Gln Tyr Ile Glu Ala Ala Tyr Ala
2115 2120 2125

Lys Ala Leu Arg Gln Glu Leu Ala Ser Leu Val Gln Ile Asp Lys Met
2130 2135 2140

Lys Gly Val Leu Ser Lys Leu Glu Ala Phe Ala Glu Thr Ala Thr Pro
2145 2150 2155 2160

Ser Leu Asp Ile Gly Asp Val Ile Val Leu Leu Gly Gln His Pro His
2165 . 2170 2175

Gly Ser Ile Leu Asp Ile Asn Val Gly Thr Glu Axrg Lys Thr Val Ser
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2180 2185 2190

Val Gln Glu Thr Arg Ser Leu Gly Gly Ser Lys Phe Ser Val Cys Thr
2195 2200 2205

Val Val Ser Asn Thr Pro Val Asp Ala Leu Thr Gly Ile Pro Leu Gln
2210 2215 2220 )

Thr Pro Thr Pro Leu Phe Glu Asn Gly Pro Arg His Arg Ser Glu Glu
2225 2230 2235 2240

Asp Asp Leu Lys Val Glu Arg Met Lys Lys His Cys Val Ser Leu Gly
2245 2250 2255

Phe His Asn Ile Asn Gly Lys Val Tyr Cys Lys Ile Trp Asp Lys Sex
2260 2265 2270

Thr Gly Asp Thr Phe Tyr Thr Asp Asp Ser Arg Tyr Thr Gln Asp His
2275 2280 2285

Ala Phe Gln Asp Arg Ser Ala Asp Tyr Arg Asp Arg Asp Tyr Glu Gly
2290 2295 2300

Val Gln Thr Ala Pro Gln Gln Gly Phe Asp Pro Lys Ser Glu Thr Pro
2305 2310 2315 2320

Val Gly Thr Val Val Ile Gly Gly Ile Thr Tyr Asn Arg Tyr Leu Ile
2325 2330 2335

Lys Gly Lys Glu Val Leu Val Pro Lys Pro Asp Asn Cys Leu Glu Ala
2340 2345 2350

Ala Lys Leu Ser Leu Glu Gln Ala Leu Ala Gly Met Gly Gln Thr Cys
2355 2360 2365

Asp Leu Thr Ala Ala Glu Val Glu Lys Leu Lys Arg Ile Ile Ser Gln
2370 2375 2380

Leu Gln Gly Leu Thr Thr Glu Gln Ala Leu Asn Cys
2385 2390 2395

<210> 11

<211> 1463
<212> PRT

<213> PRRS virus

<400> 11

Thr Gly Phe Lys Leu Leu Ala Ala Ser Gly Leu Thr Arg Cys Gly Arg
1 5 10 15

Gly Gly Leu Val Val Thr Glu Thr Ala Val Lys Ile Ile Lys Tyxr His
20 25 30 .

Ser Arg Thr Phe Thr Leu Gly Pro Leu Asp Leu Lys Val Thr Ser Glu
35 40 45



Val

Leu

65

Asp

Gly

Glu

Gln

145

Leu

Thr

Pro

Phe

Asp

225

Lys

Phe

His

Lys

Val

305

Glu

Ser

Glu

50
Cys
Val
His
Thr
Ala
130
Lys
Ile
Lys
val
Glu
210
Ser
Ala
Val
Ile
Asn
290
Gln

Asn

Lys

val

Ser

Lys

Gly

Lys

Val

Leu Leu Lys

Gly

Ala

115

Cys

Leu

Asn

Ser

Ser

. 195

Leu

Arg

Ala

Leu

Gly

275

Ser

Ser

Trp

Pro

Ala
100

Pro

Glu

Thr
Ala
180

Asp

Pro

Ala

Pro

260

Lys

Met

Ile

Gln

Lys

Gly

Thr

Val

‘Pro

Arg

165

Ile

Cly

val

Asp

Glu

245

Gly

Ala

Ala

Pro

Thr

325

Thx

Ser
Ile

70
Pro
Asn
Lys
Arg
val
150
Phe
His
Lys
Pro
Thr
230
Asp
Val
Pro
Gly
Glu
310

Val

Arg

Thr

55

Leu

Gly

Met

Ala

Arg

135

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

.215

Pro

Leu

Leu

Pro

Ile

295

Ile

Thxr

Thr

- 46 -

Glu

.Met

Leu
Gly
Glu
120
Gly
Gly
Asp
Ala
Thr
200
Val
Phe
Gln
Arg
Leu
280
Asn
Asp

Pro

Ile

Gln

Asp

Val

105

Leu

Asp

Asp

Leu

Cys

185

Leu

Pro

Met

Lys

Leu

265

Phe

Gly

Glu

Cys

Leu

Gly

Pro

Thr

90

AsDp

Glu

Ala

Pro

Pro

170

Cys

Gly

Tyr

Cys

Tyx

250

Val

Leu

Gln

Met

Thr

330

Gly

His

His

75

Thr

Gly

Leu

Pro

Glu

155

Leu

Thr

Sexr

Thr

235

Asp

Axg

Pro

Arg

Cys
315

Leu

Thr

Ala

60

Pro

Pro

Ser

Ser

Asn

140

Arg

Lys

His

Thr

Val

220

Lys

Leu

Arg

Ser

Phe

300

Ala

Lys

Asn

val

Pro

Gly

Ile

Lys

125

Leu

His

Thr

Pro

Leu

205

Met

His

Ser

Phe

Thr

285

Pro

Arg

Lys

Asn

Val

Ser

Ile

Irp

110

Gln

Gln

Lys

Pro

Asn

190

Gln

Glu

Gly

Thr

Ile
270

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

Ala

Leu

Gln

95

Asp

Ile

Leu

Gly

Gln

175

Gly

His

Tyr

Thr

Gln

255

Phe

Pro

Lys

val

Tyr
335

Ile

Asn
Val

80
Pro
Phe
Ile
Pro
160
Asp
Ala
Gly
Leu
Ser
240
Gly
Gly
Ala
Asp
Lys
320

Cys

Ala



Leu

Lys

Leu
385

.Cy-s

Leu

Asn

val
465
Lys
Phe
Leu
val
Thr

545

Gly

Ala

Tyr

Tyx
625

Ala

Ala

370

His

Asp

Tyx

Cys

Gly

450

Met

Glu

val

Glu

530

Val

Arg

His

Ile

Glu

610

Ser

His
355
Trp
Cys
Arg

Glu

Cys
435
Gly
Ser
Gly
Asp
Leu
515
His
Ile
Gln
Met
Leu
595

Asp

Phe

340

Arg

Lys

Thx

Ser

Leu

420

His

Leu

Leu

His

Leu
500

Tyr

Leu

Thr

Leu

Lys

580

Met

Leu

Pro

Ser

Ser

vVal

Thxr

405

Ala

Asp

Ser

Val

Glu

485

Leu

Ala

Asp

Asp

val

565

Ala

Asp

Ile

Gly

Ala

Pro

Ala

390

Pro

Gly

Leu

Ser

Ile

470

Ile

Glu

Glu

Leu

Lys

550

Pro

Gln

Ser

cys

Pro
630

Leu
Ile
375
Gly
Ala
Cys

Val

Gly
455

Tyr
Gly
Ile
Arg
Met
535
Pro
Aén

Asn

Gly
615

Ala

-47 -

Ser

360

Ala

Arg

Ile

Glu

Ala

440

Asp

Ala

Leu

Gln

Pro

520

Leu

Ser

Arg

Ala

Ala

600

Ile

Phe

345

Gly

Leu

Cys

Val

Glu

425

Thr

Pro

Gln

Lys

Pro

505

Thr

Gly

Phe

Asp

Ser

585

Ala

Phe

val

Gly

Leu

Arg

410

Gln

Val

His

Phe

4980

Met

Phe

Phe

Leu

Arg

570

Glu

Ile

Arg

Met

Thr

Lys

Glu
398

Trp

Leu

Asp

Thr

Met

475

Leu

Leu

Pro

Arg

Gly

555

Ile

Asp

cys

Ser
635

Gln

Asn

380

Ala

Phe

Pro

Gly

Sexr

460

vVal

Glu

val

Asn

Thr
540

Cys

Leu

His

Ala
620

Met

Ala
365

Lys

val

Ser

Ala

445

val

Leu

Glu

Tyx

Arg

Ala

Ala

Asp

605

Arg

Irp

350

Phe

Phe

Leu

Ala

430

Phe

Sexr

Ser

Gln

Ser

510

His

Pro

Ile

Ala

Sexr

590

Pro

Gln

Glu

Met

Lys

Ala

Asn

415

val

Thr

Asn

Ala

Leu

495

Asp

Trp

Lys

Glu

Lys

Glu

Ser

400

Leu

Leu

Lys

Thr

Leu

480

Lys

Asp

Txp

Lys

Ala

- 560

Leu
575
Ala
Glu

Asp

Lys

Ala

Ala

Trp

Gly

Leu
640



Ala

His

His

Gly

705

Pro

Pro

Ile

Pro

Asn

785

Thr

Pro

Arg
865
Leu
Gln

Met

Cys

Ser

Lys

Ser

Ala

690

Arg

Arg

Gly

Ala

Leu

770

Val

Thr

Thr

Ser

850

val

Arg

Leu

Pro

Ala
930

His
Ala
His
675
Gly
Ser
Thr
Arg
Gly
755
Leu
Leu
Trp
His
Ser
835
Gly
Ser
Leu
His
Gln

915

Ala

Asn

Asp

660

Phe

Sex

Pro

val

Tyr
740
Asn
Pro
Leu
Leu
Gln
820

val

Pro

Leu
Pro
900

Lys

Ile

Glu

645

Tyr

His

Lys

Leu

Ile

725

Gln

Glu

Thr

Ser

Leu

805

Thr

Pro

Trp

Leu

Ser

885

val

Gln

Gln

Gly

Ala

Gln

Glu

Asp

710

Met

Ser

val

Cys

Lys

790

Ser

Met

Gly

Val

Asp

870

Lys

Gly

Leu

Pro

Lys

Ser

His

Cys

695

Ala

Lys

Arg

Asp

Lys

775

Phe

Gln

Phe

Ala

Arg

855

Glu

Thr

Phe

Thr

cys
935

-48 -

Lys

Ala

Cys

680

Ser

val

val

Arg

Leu

760

Asp

Ile

Vval

Asp

Ser

B840

Leu

Ala

Pro

Asp

Thr
920

Tyr

Phe

Cys

665

Pro

Gln

Leu

Gly

Gly

745

Sexr

Ile

val

Gln

Ile

825

Gly

Ile

Gly

Leu

Ser

905

Ile

Arg

Arg

650

Gly

Val

Cys

Lys

Asn

730

Leu

Asp

Asn

Gly

Asp

810

Val

Leu

Ala

Tyxr

val

890

Xaa

His

Leu

Thr

Gln

Gln

715

Lys

Val

Gly

Met

Pro

795

Asp

Ser

Pro

Ser

Cys
875

Cys

Cys

Tyr Arg

Glu

Lys

Cys

Asp

Leu

Ser

700

Ile

Thr

Ala

Asp

vVal

780

Pro

Asp

Ala

Phe

Gly

860

Asn

Leu

Phe

Leu
9240

Gly Ile
Leu Cys
670

Ser Cys
685

Pro Val

Pro Tyr

Thr Ala

Val Lys
750

Tyr Gln
765

Lys Val

Gly Sexr

val Ile

Leu Lys
830

Pro Pro
845

His Val

His Leu

Gly Asp

Val Phe
910

Gly Pro
925

Glu Ser

Cys

655

Leu

Gly

Gly

Lys

Leu

735

Arg

Val

Ala

Gly

815

Vval

Pro

Pro

Asp

Leu
895

Asp

Asn.

Lys

Asp
Phe
His
Ala
Pro
720
Asp-
Gly
vVal
Cys
Lys
800
Thx
Cys
Ala
Gly
Ile
880
Gln
Gln

Ile

Ala



-49 -

Arg Asn Thx Arg Val Val Phe Thr Thr Arg Pro Val Ala Phe Gly Gln
945 550 955 9260

Val Leu Thr Pro Tyr His Lys Asp Arg Ile Gly Ser Ala Ile Thr Ile
965 970 875

Asp Ser Ser Gln Gly Ala Thr Phe Asp Ile Val Thr Leu His Leu Pro
880 985 98¢0

Ser Pro Lys Ser Leu Asn Lys Ser Arg Ala Leu Val Ala Ile Thr Axg
‘995 1000 1005

Ala Arg His Gly Leu Phe Ile Tyr Asp Pro His Asn Gln Leu Gln Glu
1010 1015 1020

Phe Phe Asn Leu Thr Pro Glu Arg Thr Asp Cys Asn Leu Val Phe Ser
1025 1030 1035 1040

Cys Gly Asp Glu Leu Val Val Leu Asn Ala Asp Asn Ala Val Thr Thr
lo4s 1050 1055

Val Ala Lys Ala Leu Glu Thr Gly Pro Ser Arg Phe Arg Val Ser Asp
1060 1065 1070

Pro Arg Cys Lys Ser L.eu Leu Ala Ala Cys Ser Ala Ser lLeu Glu Gly
1075 1080 1085

Ser Cys Met Pro Leu Pro Gln Val Ala His Asn Leu Gly Phe Tyr Phe
1090 1095 1100

Ser Pro Asp Ser Pro Val Phe Ala Pro Leu Pro Lys Glu Leu Ala Pro-
1105 1110 1115 1120

His Trp Pro Val Val Thr His Gln Asn Asn Arg Ala Trp Pro Asp Arg
1125 1130 1135

Leu Val Ala Ser Met Arg Pro Ile Asp Ala Arg Tyr Ser Lys Pro Met
1140 1145 1150

Val Gly Ala Gly Tyxr Val Val Gly Pro Sexr Thr Phe Leu Gly Thr Pro
1155 1160 : 1165

Gly val val Ser Tyr Tyr Leu Thr Leu Tyr Ile Arg Gly Glu Pro Gln
1170 1175 1180

Ala Leu Pro Glu Thr Leu Val Ser Thr Gly Arg Ile Ala Thr Asp Cys
1185 1190 1195 1200

Arg Glu Tyr Leu Asp Ala Ala Glu Glu Glu Ala Ala Lys Glu Leu Pro
1205 1210 1215

His Ala Phe Ile Gly Asp Val Lys Gly Thr Thr Val Gly Gly Cys His
1220 1225 1230 -

His Ile Thr Ser Lys Tyr Leu Pro Arg Ser Leu Pro Lys Asp Ser Val
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1235 1240 1245

Ala Val Val Gly Val Ser Ser Pro Gly Arg Ala Ala Lys Ala Val Cys
1250 1255 1260

Thr Leu Thr Asp Val Tyr Leu Pro Glu Leu Arg Pro Tyr Leu Gln Pro
1265 1270 1275 1280

Glu Thr Ala Ser Lys Cys Trp Lys Leu Lys Leu Asp Phe Arg Asp Val
1285 1290 1295

Arg Leu Met Val Trp Lys Gly Ala Thr Ala Tyr Phe Gln Leu Glu Gly
1300 1305 1310

Leu Thr Trp Ser Ala Leu Pro Asp. Tyr Ala Arg Phe Ile Gln Leu Pro
1315 1320 1325

Lys Asp Ala Val Val Tyr Ile Asp Pro Cys Ile Gly Pro Ala Thr Ala
1330 1335 13490

Asn Arg Lys Val Val Arg Thr Thr Asp Trp Arg Ala Asp Leu Ala Val
1345 1350 1355 1360

Thr Pro Tyr Asp Tyr Gly Ala Gln Asn Ile. Leu Thr Thr Ala Trp Phe
1365 1370 1375

Glu Asp Leu Gly Pro Gln Trp Lys Ile Leu Gly Leu Gln Pro Phe Arg
1380 1385 1390

Arg Ala Phe Gly Phe Glu Asn Thr Glu Asp Trp Ala Ile Leu Ala Arg
1395 1400 1405

Arg Met .Asn Asp Gly Lys Asp Tyr Thr Asp Tyr Asn Trp Asn Cys Val
1410 1415 1420

Arg Glu Arg Pro His Ala Ile Tyr Gly Arg Ala Arg Asp His Thr Tyxr
1425 1430 1435 1440

His Phe Ala Pro Gly Thr Glu Leu Gln Val Glu Leu Gly Lys Pro Arg
1445 1450 1455

Leu Pro Pro Gly Gln val Pro
1460

<210> 12

<211> 249

<212> PRT
<213> PRRS virus

<400> 12

Met Gln Trp Gly Tyr Cys Gly Val Lys Ser Ala Ser Cys Ser Trp Thr
1 5 10 15

Pro Ser Leu Ser Ser Leu Leu Val Trp Leu Ile Leu Leu Phe Ser Leu
20 ’ 25 30



Pro
Ser
Leu

65
Pro
His
Tyxr
Gly
Phe
145
Ser
Gln
Gly
His

val
225

Trp

Tyr
Glu
50

Pro

Met
Gln
Glu
130

Gln

Arg

Thr
Ala
210

Leu

Pro

<210> 13
<211> 265
<212> PRT

<213> PRRS virus

<400> 13
Met Ala His Gln Cys Ala Arg Phe His Phe Phe Leu Cys Gly Phe Ile

1

Cys

35

Trp

Asn

val

Arg

Thx

115

Ala

His

Leu

Asn

Arg

195

Serxr

Trp

Thr

Leu

Phe

Tyr

Pro

Val

100

Met

Thx

Leu

Val

Thr

180

Pro

Ile

Leu

Ala

Gly

Ala

Arg

Gln

85

Sexr

Glu

Leu

Ala

"Met

165

‘Thr

Lys

Phe

Arg

Thr
245

5

Ser

Pro

Arg

70

Phe

Gln

Thr

Ala

150

Leu

Leu

Leu

Sex

Ile

230

His

-51-

Pro Ser Gln

Arg

55

Ser

Ala

Leu

Ser

Lys

135

Vval

Lys

Asp

Thr

Ser

215

Pro

His

40

Phe

Tyr

Phe

Ile

Gly

120

Leu

Glu

Arg
Asp
200
val

Ala

Ser

Ser

Glu

Lys

Asp

105

Gln

Ser

Ala

Leu

val

185

Phe

Ala

Leu

Ser

Asp Gly
Val Arg
Gly Leu

75
His Pro
90
Glu Met
Ala Ala
Arg Leu
Asp Ser
155
Ala Val
170
Glu Leu
Arg Gln

Ser Ser

Arg Tyr
235

10

Tyr

Ala
60

Leu

Leu

val

Trp

140

Cys

Gly

Ile

Trp

val

220

Val

Trp

45
Leu
Pro
Gly
Ser
Lys
125
Ile
Arg
Asn
Phe
Leu

205

Phe

Ser

Pro

Asn

Met

Arg

110

Gln

val

Phe

val

Pro

190

Ile

Leu

Gly

Ser

Phe

Cys

Leu

85

Ala

Thr

Leu

Ser

175

Thr

Ser

Phe

Phe

15

Cys Tyr Leu Val His Ser Ala Leu Ala Ser Asn Ser Ser Ser Thr

20

25

30

B

Phe

Thr

Arg

80

Trp

Ile

Val

His

Ser’

160

Leu-

Pro

Val

Ile

His
240

Leu



Cys

Ile

Gln

65

Gly

Leu

Gly

Ala

145

Ser

Trp

Leu

Ser
225

Gln

Pro

Phe
Asn
50

Arg

Cys

Ser

Asn

130

Glu

Ala

Phe

Asn

Arg

210

Trp

Arg

Ser

<210> 14
<211> 183
<212> PRT

<213> PRRS virus

<400> 14
Met Ala Ala Ala

1

35

Leu

Glu

Asp

Phe

115

Val

His

Leu

His

Ile

195

Ile

Ser

Lys

Val

Phe

Thr

Glu

Glu

Asn

100

Ser

Ser

Asp

Tyxr

Leu

180

Ser

Phe

Arg

Leu
260

Val Ser Glu Ala

20

Pro

Ile

Pro

Arg

85

Leu

Tyx

Arg

Gly

Ala

165

Glu

Trp

Gln

Arg

Lys

245

Pro

Thr I.eu Phe Leu

5

Leu

Gly

Asp

Lys

Ala

Val

Gln

150

Ala

Trp

Phe

Ile

Thr

230

Phe

Ser

Ala

Met

55

Axrg

His

Leu

Ala

Phe

135

Asn

Leu

Leu

Leu

215

Ser

Pro

Thr

-h2 -

His

40

Pro

Asn

Asp

Glu

Gln

120

Val

Sexr

Arg

Arg

200

Arg

Ile

Ser

Ser

Gly

Cys

Met

Glu

Gly

105

Phe

Asp

Thr

His

Pro

185

Arg

Pro

vVal

Glu

Arg
265

Asn

Ser

Trp

Leu
90

Lys
Val
His
170
Leu
Ser
Thr
Ser

Ser
250

Thr

Thr

Cys

75

Leu

Tyr

Pro

Arg

Ser

155

Gln

Phe

Pro

Arg

Asp

235

Arg

Ser

Ser
60

Lys
Met
Ala
Glu

His
140
Thr
Ile
Ser
Val
Pro
220

Leu

Pro

Phe

45

Gln

Ile

Pro

Trp

Leu

125

Gln

Gly

Asp

Ser

Ser

205

Arg

Thxr

Asn

Glu

Ala

Gly

Ile

Leu

110

Phe

Phe

His

Gly

Trp

190

Pro

Leu

Gly

Val

Leu

Ala

Tyr

Pro

S5

Ala

Gly

Ile

Asn

Gly

175

Leu

Val

Pro

Sexr

Val
255

Thr

Arg

Asp

80

Ser

Phe

Ile

Cys

Ile

160

Asn

Val -

Serx-

Val

Gln

240

Lys

Leu Ala Gly Ala Gln Tyr Ile Met

Phe Ala Cys Lys Pro

25

10

15

Cys Phe Ser Thr His L.eu Ser

30
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Asp Ile Glu Thr Asn Thr Thr Ala Ala Ala Gly Phe Met Val Leu Gln
35 40 45

Asp Ile Asn Cys Leu Arg Pro His Gly Val Ser Ala Ala Gln Glu Glu
50 55 60

Ile Pro Phe Gly Lys Sexr Ser Gln Cys Arg Glu Ala Val Gly Thr Pro
65 70 75 80

Gln Tyr Ile Thr Ile Thxr Ala Asn Val Thr Asp Glu Ser Tyr Leu Tyr
85 90 95

Asn Ala Asp Leu Leu Met Leu Ser Ala Cys Leu Phe His Ala Ser Glu
100 105 110

Met Ser Glu Lys Gly Phe Lys Val Ile Phe Gly Asn Val Ser Gly Val
1158 120 125

Val Ser Ala Cys Val Asn Phe Thr Asp Tyr Val Ala His Val Thr Gln
130 135 140

His Thr Gln Gln His His Leu Val Ile Asp His Ile Arg Leu Leu His
.145 150 155 160

Phe Leu Thr Pro Ser Ala Met Arg Trp Ala Thr Thr Ile Ala Cys Leu
165 170 175

Phe Ala Ile Leu Leu Ala Ile
180

<210> 15

<211> 201

<212> PRT
<213> PRRS virus

<400> 15

Met Arg Cys Ser His Lys Leu Gly Arg Phe Leu Thr Pro His Ser Cys
1 . 5 10 15

Phe Trp Trp Phe Phe Leu Leu Cys Thr Gly Leu Ser Trp Ser Phe Ala
20 25 30

Asp Gly Asn Gly Asn Sexr Ser Thr Tyr Gln Tyr Ile Tyr Asn Leu Thr
35 40 45

Ile Cys Glu Leu Asn Gly Thr Asp Trp Leu Ser Ser His Phe Gly Txp
50 55 60

Ala Val Glu Thr Phe Val Phe Tyr Pro Val Ala Thr His Ile Leu Ser
65 70 75 80

Leu Gly Phe Leu Thr Thr Ser His Phe Phe Asp Ala Leu Gly Leu Gly
85 90 95



Ala

Val

Ala

Asn

145

Ile

Thr

<210> 16

Val Ser

Tyr Gly
115

Ala Lys
130

Phe Ile
val Val

Ile Lys

Thr Ser
195

<211> 173
<212> PRT
<213> PRRS virus

<400> 16
Met

1
Leu
Leu
Phe
Gln

65

Leu

His

Asn

Gly Gly
Leu

val

Val
35

Lys

Leu Asn

50

Ser Thr

Trp Gly

Cys Arg

His Val
. 115

Arg Ala

130

Thr Ala
100

Ala Cys

Asn Cys

Val Asp

Glu Lys
165

His Val
180

Ala Glu

Leu Asp

Ala Phe
20

Ser Arg

Cys Ser

Asn Arg
val Tyr
85

Leu Cys
100

Glu Serxr

Tyr Ala

Gly
Ala
Met
Asn
150
Leu

Vval

Gln

Asp

Ser

Gly

Phe

val

70

Ser

Cys

Ala

Val

-54 -

Phe

Phe

Ala

135

Arg

Gly

Leu

Txp

Phe

Ile

Arg

Thr

55

Ala

Phe

Leu

Ala

Axrg
135

val

Ala
120

Cys

Gly

Lys

Glu

Glu
200

Cys
Thr
Leu

40
Phe
Leu
Thr
Gly
Gly

120

Lys

Gly Gly
105

Ala Phe

Arg Tyr
Arg Val
Ala Glu

170

Gly Vval
185

Ala

Asn Asp
10

Tyxr Thr
25

Leu Gly

Gly Tyr

Thr Leu

Glu Ser
S0

Arg Arg
105

Leu His

Pro Gly

Arg

val

Ala

His

155

Val

Lys

Pro

Pro

Leu

Met

Gly

75

Trp

Ser

Leu

Tyr

Cys

Arg

140

Arg

Asp

Ala

Ile

Ile

Leu

Thr

60

Ala

Lys

Ile

Ile

Thr
140

Val
Phe
125

Thr

Trp

Gly

Gln

Ala

Met

His

45

Tyxr

val

Phe

Leu

Ser

125

Ser

Leu

110

vVal

Arg

Lys

Asn

Pro
180

Ala

Ile

30

Ile

val

Val

Ile

Ala

110

Ala

Vval

Cys

Ile

Phe

Ser

Leu

175

Leu

Gln
15

Leu

Thr
95
Pro

Ser

Asn

Ser

Arg

Thxr

Pro

160

Vval

Thr

Lys

Ala

Ile

Phe

Leu

80

Ser

Ala

Gly

Gly
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Thr Leu Val Pro Gly Leu Arg Ser Leu Val Leu Gly Gly Lys Arg Ala
160

145

150

155

Val Lys Arg Gly Val Vval Asn Leu Val Lys Tyxr Gly Arg

<210> 17
<211> 128
<212> PRT
<213> PRRS

<400> 17
Met Ala
1

Met Gly
Met Ile
Lys Lys

50

Arg His
65

Gln Thr

Gly Lys

vVal Arg

<210> 18
<211> 249
<212> PRT
<213> PRRS

<400> 18

165

virus

Gly Lys Asn Gln

Asn Gly Gln Pro

20

Lys Ser Gln Arg
35

Pro Glu Lys Pro
His Leu Thr Gln
70

Ala Phe Asn Gln
' 85

Val Ser Phe Gln
100

Leu Ile Arg Val
115

virus

Ser

‘Val

Gln

His

55

Thr

Gly

val

Thr

Gln

Asn

Gln

40

Phe

Glu

Ala

Glu

Sex
120

Lys

Gln

25

Pro

Pro

Arg

Gly

Phe

105

Thr

170

Lys Lys
10

Leu Cys

Arg Gly

Leu Ala

Ser Leu

75

Thr Ala
90

Met Leu

Ser Ala

Lys Ser Thxr

Gln Leu Leu
30

Gly Gln Ala
45

Ala Glu Asp
60

Cys Leu Gln

Ser Leu Serxr

Pro Val Ala
110

Ser Gln Gly
125

Met Gln Trp Gly His Cys Gly Val Lys Ser Ala Ser Cys Ser

1

Pro Ser

Pro Tyr

Ser Glu
50

5

10

Leu Ser Ser Leu Leu Val Trp Leu Ile Leu Ser Phe
25

20

30

Cys Leu Gly Ser Pro Ser Gln Asp Gly Tyr Trp Ser

35

40

45

Trp Phe Ala Pro Arg Phe Ser Val Arg Ala Leu Pro

55

60

Ala

15
Gly
Lys
Asp
Ser
Ser

95

His

Ala

Trp
15
Ser

Ser

Phe

Pro
Ala
Lys
Ile
Ile
80
Sex:

Thr

Ser

Thr
Leu
Phe

Thr
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Leu Pro Asn Tyr Arg Arg Ser Tyr Glu Gly Leu Leu Pro Asn Cys Arg
65 70 75 80

Pro Asp Val Pro Gln Phe Ala Phe Lys His Pro Leu Gly Met Leu Trp
85 90 95

His Met Arg Val Ser His Leu Ile Asp Glu Met Val Ser Arg Arg Ile
100 105 110

Tyr Gln Thr Met Glu His Ser Gly Gln Ala Ala Trp Lys Gln Val Val
115 120 125

Gly Glu. Ala Thr Leu Thr Lys Leu Ser Gly Leu Asp Ile Val Thr His
130 135 140

Phe Gln Xaa Leu Ala Ala Val Glu Ala Asp Ser Cys Arg Phe Leu Ser
145 150 155 160

Ser Arg Leu Val Met Leu Lys Asn Leu Ala Val Gly Asn Val Ser Leu
165 170 175

Gln Tyxr Asn Thr Thr Leu Asp Arg Val Glu Leu Ile Phe Pro Thr Bro
180 185 ‘ 190

Gly Thr Arg Pro Lys Leu Thr Asp Phe Arg Gln Trp Leu Ile Ser Val
. 195 200 205

‘His Ala Ser Ile Phe Ser Ser Val Ala Ser Serxr Val Thxr Leu Phe Ile
210 215 220

Val Leu Trp Leu Arg Ile Pro Ala Leu Arg Tyr Val Phe Gly Phe His
225 230 235 240

Trp Pro Thr Ala Thr His His Ser Sex
245

<210> 19

<211> 265

<212> PRT
<213> PRRS virus

<400> 19

Met Ala His Gln Cys Ala Arg Phe His Phe Phe Leu Cys Gly Phe Ile
1 5 10 15

Cys Tyr Leu Val His Ser Ala Leu Ala Ser Asn Ser Ser Ser Thr Leu
20 25 30

Cys Phe Trp Phe Pro Leu Ala His Gly Asn Thr Ser Phe Glu Leu Thr
’ 35 40 45

Ile Asn Tyr Thr Ile Cys Met Pro Cys Ser Thr Ser Gln Ala Ala Arg
50 55 ) 60
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Gln Arg Leu Glu Pro Gly His Ser Met Trp
65 70

Arg Cys Glu Glu Arg Asp His Asp Glu Leu
85 90

Gly Tyr Asp Asn Leu Lys Leu Glu Gly Tyr
100 105

Leu Ser Phe Ser Tyr Ala Ala Gln Phe His
115 120 -

Gly Asn Val Ser Arg Val Phe Val Asp Lys
130 135

Ala Glu His Asp Gly His Asn Ser Thr Vval
145 150

Ser Ala Leu Tyr Ala Ala Tyr Tyr His His
165 170

Trp Phe His Leu Glu Trp Leu Arg Pro Leu
180 185

Leu Asn Ile Ser Trp Phe Leu Arg Arg Ser
195 - 200

Arg Arg Ile Tyr Gln Ile Leu Arg Pro Thr
210 215

Ser Trp Ser Phe Arg Thr Ser Ile Val Ser
225 230

Gln Arg Lys Arg Lys Phe Pro Ser Glu Ser
245 250

Pro Ser Val Leu Pro Ser Thr Ser Arg
260 265
<210> 20
<211> 183
<212> PRT
<213> PRRS virus

<400> 20

Cys
75

Leu

Tyr

Pro

Ser
155
Gln
Phe
Pro
Arg
Asp
235

Arg

Ala

Glu

His

140

Thr

Ile

Ser

vVal

Pro

220

Leu

Pro

Ile

Pro

Trp

Leu

125

Gln

Gly

Asp

Ser

Ser

205

Arg

Thr

Asn

Gly

Ile

Leu

110

Phe

Phe

His

Gly

Trp

190

Pro

Leu

Gly

Val

His
Pro

95
Ala
Gly

Ile

Gly
175
Leu
Val
Pro

Ser

Val
2558

Asp

80

Ser

Phe

Ile

Cys

Ile

160

Asn

val

Ser

Val

Gln

240

Lys

Met Ala Ala Ala Thr Leu Phe Phe Leu Ala Gly Ala Gln His Ile Met

1 5 10

Val Ser Glu Ala Phe Ala Cys Lys Pro Cys
20 25

15

Phe Ser Thr His Leu Ser

30

Asp Ile Lys Thr Asn Thr Thr Ala Ala Ala Gly Phe Met Val Leu

35 40

Asp Ile Asn Cys Phe Arg Pro His Gly Val
50 55

45

Gln

Ser Ala Ala Gln Glu Lys

60
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Ile Ser Phe Gly Lys Ser Ser Gln Cys Arg Glu Ala Val Gly Thr

65

70

75

Gln Tyr Ile Thr Ile Thr Ala Asn Val Thr Asp Glu Ser Tyr Leu

85

90 95

Asn Ala Asp Leu Leu Met Leu Ser Ala Cys Leu Phe Tyr Ala Ser

100

105 110

Met Ser Glu Lys Gly Phe Lys Val Ile Phe Gly Asn Val Ser Gly

115

Val Ser Ala Cys

130

His Thr Gln Gln

145

Phe Leu Thxr Pro

Leu Ala

<210> 21
<211> 201
<212> PRT

Ile Leu
180

<213> PRRS virus

<400> 21

Met Arg
1

Phe Trp
Asp Gly
Ile Cys

50

Ala Val
65

Leu Gly

Ala Val

Val Tyr

Cys Ser
Trp Leu
20

Asn Gly
35

Glu Leu

Glu Thr

Phe Leu

Ser Thr

100

Gly Ala
115

120 125

Val Asn Phe Thr Asp Tyr Val Ala His Val Thr

His
Ser
165

Leu

His

Phe

Asp

Asn

Phe

Thr

85

Ala

Cys

His
150
Ala

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly

Val

70

Thr

Gly

Ala

135 140

Leu Val Val Asp His Ile Arg Leu Leu
155

Met Arg Trp Ala Thr Thr Ile Ala Cys
170 175

Ile

Leu Gly Arg Ser Leu Thr Pro His Ser
10 15

Leu Cys Thrxr Gly Leu Ser Trp Ser Phe
25 30

Ser Thr Tyr Gln Tyr Ile Tyr Asp Leu
40 45

Thr Asp Trp Leu Ser Ser His Phe Gly
55 60

Phe Tyr Pro Val Ala Thr His Ile Leu
75

Ser His Phe Phe Asp Ala Leu Gly Leu
90 95

Phe Val Gly Gly Arg Tyr Val Leu Cys
105 110

Phe Ala Ala Phe Val Cys Phe Val Ile
120 125

Pro

80
Tyr
Glu
Val
Gln
His
160

Leu

Cys
Ala
Thx
Trp
Ser

80

Gly

Ser
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Ala Ala Lys Asn Cys Met Ala Cys Arg Tyr Ala Arg Thr Arg Phe Thr
130 135 l40

Asn Phe Ile Val Asp Asp Arg Gly Arg Val His Arg Trp Lys Ser Pro
145 150 155 160

Ile Val Val Glu Lys Leu Gly Lys Ala Glu Val Asp Gly Asn Leu Val
165 170 175

Thr Ile Lys His Val Val Leu Glu Gly Val Lys Ala Gln Pro Leu Thr
180 185 130

Arg Thr Ser Ala Glu Gln Trp Glu Ala
195 200

<210> 22

<211> 750

<212> DNA

<213> PRRS Lelystad agens ORF2

<400> 22

ATGCAATGGG CGTGGACGCC TTCACTGAGT

ACTGTTTGGG TTCACCGTCG

GCCAGCTGTIT
TCCTTGCCAT

AGTAAAATCA
ATTGCCATTT

GTCACTGTGG

TCCTTIGTTAG
CAGGATGGTT
CTGCCATTCA
CCGGATGTCC
TCCCACTTGA
CARAGCGGCCT
ATAGITACTC
TCACGACTCG
ACGTTGGACC
TTCAGACAAT
ACCTTGTTCA
TGGCCCACGG

TGTGGTTGAT
ACTGGETCTIT
CTCTCCCGAA
CACAATTTGC
TTGATGAGAT
GGAAGCAGGT
ATTTCCAACA
TGATGCTAAA
GCGTTGAGCT
GGCTCATCAG
TAGTGCTTTG
CAACACATCA

CTTCTCAGAG
CTATCGARGG
AGTCAAGCAC
GGTCTCTCGT
GGTTGGTGAG
CCTGGCCGCA
AAATCTTGCC
CATCTTCCCC
TGTGCACGCT
GCTTCGAATT
TTCGAGCTGA

TGGTTIGCTC
TCCTATGARG
CCATTGGGYA
CGCATTTACC
GCCACTCTCA
GTGGAGGCGGE
GTTGGCAATG
ACGCCAGGTA
TCCATTTTTT
CCAGCTCTAC

CGCGCTTCTC CGTTCGCGCT
GCTTGTITGCC CAACTGCAGA
TGTTTTGGCA CATGCGAGTT
AGACCATGGA ACATTCAGGT
CGARGCTGTC AGGGCTCGAT
ATTCTTGCCG CTTTCTCAGC
TGAGCCTACA GTACAACACC
CGAGGCCCAA GTITGACCGAT
CCTCTGTGGC TTCATCTGIT
GCTATGTTTT TGGTTTCCAT

<210> 23

<211>798

<212> DNA

<213> PRRS Lelystad agens ORF3

<400> 23

ATGGCTCATC
CATAGTGCTIT
GGCAACACAT
CAAGCGGCTC
AGGTGTGAGG
CTCAAACTTG
TTCCATCCGG
CAGTTCATTT
TCCGCATTAT
GAATGGCTGC
CGTTCGCCTG

AGTGTGCACG
TGGCITTCGAA
CATTCGAGCT
GCCAAAGECT
AGCGTGACCA
AGGGTTATTA
AGTTGTTCGG
GTGCCGAGCA
ATGCGGCATA
GGCCACTCTT
TAARGCCCTGT

CTTCCATTTIT
TTCCAGCTCT
GACCATCAAC
CGAGCCCGGT
TGATGAGTTG
TGCTTGGCTG
GATAGGGAAT
TGATGGACAC
TTACCACCAC
TTCTTCCTGG
TTCTCGACGC

TTCCTCTGTG
ACGCTATGTT
TACACCATAT
CGTAACATGT
TTAATGTCCA
GCTITTTTTGT
GTGTCGCGCG
AATTCAACCG
CAAATAGACG
CTGGTGCTCA
ATCTATCAGA

GCTTCATCTG TTACCITGIT
TTTGGTTTCC ATTGGCCCAC
GCATGCCCTG TTCTACCAGT
GGTGCARAAT AGGGCATGAC
TCCCGTCCGG GTACGGACAA
CCTTTTCCTA CGCGGCCCAA
TCTTCGTGGA CAAGCGACAC
TATCTACCGG ACACAACATC
GGGGCRATTG GTTICCATTTG
ACATATCATG GTITCTGAGG
TATTGAGACC ARCACGACCG

60
120.
180
240
300
360"
420
480
540
600
660
720
750

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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CGGCTGCCGG TTTCATGGTC CTTCAGGACA TCAATTGTTT CCGACCTCAC GGGGTCTCAG 720
CAGCGCAAGA GAAAATTITCC TTCGGAAAGT CGTCCCAATG TCGTGAAGCC GTCGGTACTC 780

CCCAGTACAT

<210> 24
<211> 606
<212> DNA

CACGATAA

<213> PRRS Lelystad agens ORF5

<400> 24

ATGAGATGTT
TTTTTGCTGT
TACCAATACA
CATTTTGGTT
CTGGGTTTTC
GCAGGATTTG
GCGTTCGTAT
ACCCGGTTTA
ATAGTGGTAG
GTCGTCCTCG
GCCTAG

<210> 25
<211> 21
<212> DNA

CTCACARAATT
GTACCGGCTT
TATATAACTT
GGGCAGTCGA
TCACAACARG
TTGGCCGGCG
GITTTGTCAT
CCAACTTCAT
ARARATTGGG
AAGGGGTITAA

GGGGCGTTTC
GTCCTGGTCC
GACGATATGC
GACCTTTGTG
CCATTTTTTT
GTACGTACTC
CCGTGCTIGCT
TGTGGACGAC
CAAAGCCGAA
AGCTCAACCC

TTGACTCCGC
TTTGCCGATG
GAGCTGARTG
CTTTACCCGG
GACGCGCTCG
TGCAGCGTCT
AAAAATTGCA
CGGGGGAGAG
GTCGATGGCA
TTGACGAGGA

<213> PRRS zoslabovacie miesto | ORF2

<400> 25

TACTGGTCTT TCTTCTCAGA G

<210> 26
<211> 21
<212> DNA

<213> PRRS zoslabovacie miesto || ORF2

<400> 26

ACAATTTGCA GTCAAGCACC C

<210> 27
<211> 21
<212> DNA

<213> PRRS zoslabovacie miesto Ill ORF2

<400> 27

ATTGGYATG TTTTGGCACAT

ACTCTTGCTIT
GCAACGGCGA
GGACCGACTG
TTGCCACTCA
GTCTCGGCGC
ACGGCGCTTG
TGGCCTGCCG
TTCATCGATG
ACCTCGTCAC
CTTCGGCTGA

CTGGTGGCTT
CAGCTCGACA
GITGTCCAGC
TATCCTCTCA
TGTATCCACT
TGCTTTCGCA
CTATGCCCGT
GAAGTCTCCA
CATCARMACAT
GCAATGGGAG

798

60

120
80

240
300
360
420
480
540
600
606

21

21

21
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<210> 28

<211> 21

<212> DNA

<213> PRRS zoslabovacie miesto ORF3

<400> 28
GTTGTTAAT GTCCATCCCGT C

<210> 29

<211> 21

<212> DNA

<213> PRRS zoslabovacie miesto ORF5

<400> 29
GACCTTTGTG CTTTACCCGG T

21

21
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PATENTOVE NAROKY

1. Oslabeny eurépsky PRRS virus kodovany nukleovou kyselinou
obsahujucou ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6 a ORF7, v ktorom
a) ORF2 obsahuje v polohach 11915-11935 aspoii jeden z nukleotidov ako s

uvedené v tabulke 1:

AT |GIAIC|ICIAGIAIAIC|GI|AIA|G|A |G |T |C T |C
C|CI|A|C|T |TIC|IA|C|C|AJA|CI|C|A|C|A|C |A |CIA
G|GI|T |[G|IA|A|G|T |GI|G|G|T |G |G |T |G |T |G |T |G |T
a v polohach 12037-12057 aspori jeden z nukleotidov ako st uvedené v tabufke 2

T |G |T |T |[AJAA|CI|G|T |C|A|G|T |T |C |G |T |G |G |G
CI/A|C|C|C|C|C|T|A|C|T|CIA|C|C|T |A|C A A A
G|T |[G|IG|IG|G|G|A|T |GIA|G|T |G |G |A|T |G |T |T|T
a v polohach 12058-12078 aspori jeden z nukleotidov ako st uvedené v tabulke 3

TIAA|CICIC|A|T |AICIA|A|AJ|A|C|C |G |T |G |T (A
c |Cc|C|T |T T |C|C|C|T |C|C|C|C|T |T |A|C]|A |C|C
G|IGIGIAIAIAIG|IG|GIA|G|G|IGI|GI|A |A T |G |T |G |G

a/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
b) ORF3 obsahuje v polohach 12660-12680 aspori jeden z nukleotidov ako s

uvedené v tabulke 4:

CIAJIAICAIA|TITIAICI|A|G|GI|T |A|G|G |G |C]A |G

T |C|C|T |[C|C |C|C |C|T |C|A |A|C

O
>
>
>
—
O
>

AIG|GIA|G|G|G |G |G |A |G IT T |G |G|T |T |T |A |G |T

a/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
c) ORF5 obsahuje v polohach 13684-13704 aspoii jeden z nukleotidov uvedenych
v tabutke 5:

CIT|IGIGIAIAIAICIAIC|IGIAIAIA|T |G |G |G |C |C |A

T|C|AJA |C|C|C|T |C|T |A|C |C|C

O
>
>
>
—
—
O

A |G |T |T |[GIG|G|A |G |A|T |GI|GI|GI|G|T |T |T |A |A |G

a/alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach).
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2. Oslabeny eurdpsky PRRS virus podla naroku 1, v ktorom

a) ORF2 obsahuje C, A alebo G v polohe 11925 a/alebo C, T alebo A v polohe
12047 alalebo A, C alebo G v polohe 12068 alebo deléciu v uvedenej polohe
(polohach) a/alebo

b) ORF3 obsahuje A, C alebo G v polohe 12670 alebo deléciu v uvedenej
polohe a/alebo

c) ORF5 obsahuje G, Aalebo T v polohe 13694 alebo deléciu v uvedene]

polohe.

3. Oslabeny europsky PRRS virus podfla naroku 1 alebo 2, ktoreho nukleova
kyselina je charakteristicka tym, ze
a) ORF2 obsahuje C v polohe 11925 a/alebo T v polohe 12047 a/alebo C
v polohe 12068 alebo deléciu v uvedenej polohe (polohach) a/alebo
b) ORF3 obsahuje C v polohe 12670 alebo deléciu v uvedenej polohe a/alebo
c) ORF5 obsahuje T v polohe 13694 alebo deléciu v uvedenej polohe.

4. Oslabeny eur6psky PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3,
ktorého nukleova kyselina je charakteristicka tym, ze
a) ORF2 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. €. 1 a/alebo
b) ORF3 obsahuje nukleovl kyselinu ako je definovana v sekv. €. 2 a/alebo
c) ORF4 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. €. 3 a/alebo
¢. 4,

alebo ich fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny na

d) ORF5 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv.

degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fazovani molekulu alebo chemicky

derivat.

5. Oslabeny eurdpsky PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 4,
ktorého nukleova kyselina je charakteristicka tym, ze
a) ORF2 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. €. 1 a/alebo
b) ORF3 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. ¢. 2 a/alebo
c) ORF4 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. €. 3 a{alebo

d) ORF5 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. €. 4.



-64 -

6. Oslabeny eurdpsky PRRS virus podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 5,
ktorého nukleova kyselina je charakteristicka tym, 2e obsahuje nukleovt kyselinu
ako je definovana v sekv. &. 5 alebo jej fragment, alelicky variant, funk&ny variant,
variant zaloZeny na degenerovanosti nukleokyselinového kédu, fazovani molekulu

alebo chemicky derivat.

7. Oslabeny eurépsky PRRS virus podfa ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 6,
ktorého nukleova kyselina je charakteristicka tym, ze pozostava z nukleovej kyseliny

ako je definovana v sekv. ¢. 5.

8. Oslabeny europsky PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 3,
ktorého nukleova kyselina je dalej charakteristicka tym, Ze

. 6 a/alebo

(9]

a) ORF2 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv.

p'e

b) ORF3 obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. &. 7 a/alebo

v

c) ORF4 obsahuje nukleovt kyselinu ako je definovana v sekv. €. 8 a/alebo
d) ORFS obsahuje nukleovu kyselinu ako je definovana v sekv. &. 9 a/alebo
jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny a degenerovanosti

nukleokyselinového kédu, fizovani molekulu alebo chemicky derivat.

9. Oslabeny eurépsky PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3,
ktorého nukleové kyselina je dalej charakteristicka tym, Ze
a) ORF2 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 6 a/alebo
b) ORF3 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 7 a/alebo

c) ORF4 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 8 a/alebo

d) ORF5 pozostava z nukleovej kyseliny ako je definovana v sekv. &. 9.

10. Oslabeny eurépsky PRRS virus, ktory je charakteristicky tym, Ze
a) ORF1a obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 10 a/alebo
b) ORF1b obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 11 a/alebo
¢) ORF2 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 12 a/alebo
d) ORF3 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 13 a/alebp
e) ORF4 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. &. 14 a/alebo
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f) ORF5 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. €. 15 a/alebo
g) ORF6 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 16 a/alebo
h) ORF7 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. €. 17 alebo
jej fragment, alelicky variant, funk&ny variant, variant zalozeny a degenerovanosti

nukleokyselinového kodu, fazovani molekulu alebo chemicky derivat.

11. Oslabeny eurdpsky PRRS virus, ktory je charakteristicky tym, ze

a) ORF1a pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. ¢. 10 a/alebo
b) ORF1b pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 11 a/alebo
. 12 a/alebo

. 13 a/alebo

. 14 a/alebo

. 15 a/alebo
16 a/alebo
17.

¢

c) ORF2 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

(@]

d) ORF3 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

¢

e) ORF4 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

¢

f) ORF5 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

¢

g) ORF6 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

[e]]

h) ORF7 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

12. Oslabeny eurdpsky PRRS virus, ktory je charakteristicky tym, ze
a) ORF2 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 18 a/alebo
b) ORF3 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. €. 19 a/alebo
c) ORF4 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 20 a/alebo
d) ORF5 obsahuje aminokyselinu, ako je definovana v sekv. ¢. 21 alebo
jej fragment, alelicky variant, funkény variant, variant zalozeny a degenerovanosti

nukleokyselinového kédu, fuzovani molekulu alebo chemicky derivat.

13. Oslabeny eurépsky PRRS virus, ktory je charakteristicky tym, Ze
a) ORF2 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. ¢. 18 a/alebo
b) ORF3 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. €. 19 a/alebo
c) ORF4 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv. ¢. 20 a/alebo
21.

(ol

d) ORF5 pozostava z aminokyseliny, ako je definovana v sekv.

14. Nukleotidova sekvencia kédujica virus podfa ktoréhokolvek z narokov 1
az 13.
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15. Nukleotidova sekvencia podla naroku 14, ktord bola modifikovana tak,

aby kodovala virulentny marker a/alebo serologicky marker.

16. Nukleotidova sekvencia podfa naroku 14 alebo 15, pricom nukleotidova
sekvencia kédujuca marker je lokalizovana medzi ktorymikolvek z otvorenych

Citacich ramcov kédujticich Strukturalne virusové proteiny.

17. Spbsob generovania infekéného Zivého oslabeného PRRS virusu,
vyznacujuci sa tym, Ze zahfiia produkciu rekombinantnej nukleovej
kyseliny obsahujicej aspori jednu kompletnG DNA képiu alebo in vitro
transkribovani RNA képiu alebo derivat jednej znich, pricom nukieotidovou

sekvenciou je nukleotidova sekvencia podla ktoréhokolvek z narokov 14 az 16.

18. Spbsob generovania infekéného Zivého oslabeného PRRS virusu,
vyznacujuci sa tym, Ze zahfia nasledujice kroky:
a) PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZz 13 sa pouzije na
infikovanie vhodnej bunkovej linie,

b) PRRS virus sa oslabuje pasaZovanim na bunkovej kulttre.

19. Spbsob podla naroku 18, vyznacujuci sa tym, Ze bunkovou
liniou je Marc bunka alebo jej derivat.

20. Spbsob podfa ktoréhokolvek z narokov 18 alebo 19, vyznadujuci

sa tym, ze PRRS virusom je virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 13.

21. Spdsob podla ktoréhokolvek z narokov 18 az 20, vyznadéujluci sa

tym, Ze PRRS virusom je virus podfa naroku 5, 9, 11 alebo 13.

22. Bunkova linia obsahujica PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1
az 13.

23. Bunkova linia podla naroku 22, ktorou je Marc bunka alebo jej derivat.
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24. Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje

PRRS virus podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 13 a farmaceuticky prijatelny nosic.

25. Pouzitie PRRS virusu podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 13 na vyrobu
vakciny na profylaxiu a lie€enie PRRS infekcii.

26. SpoOsob oslabenia eurépskeho PRRS virusu, vyznacujuci sa
tym, ze
a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovand miestne S$pecifickou
mutagenézou aspoii v jednej z poléh ORF2 zodpovedajucich poloham 130 az
150 a/alebo poloham 252 az 272 a/alebo poloham 273 az 293 sekv. €. 22;
b) je testovana, ¢i vysledny PRRS virus je oslabeny.

27. Spdsob oslabenia eurdépskeho PRRS virusu, vyznadujuci sa
tym, ze
a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovana miestne Specifickou
mutagenézou aspoii v jednej z poloh ORF3 zodpovedajicich poloham 267
az 287 sekv. €. 23;

b) je testovana, &i vysledny PRRS virus je oslabeny.

28. Spbsob oslabenia europskeho PRRS virusu, vyznacujluci sa
tym, ze
a) nukleotidova sekvencia virusu je modifikovand miestne Specifickou
mutagenézou aspoii v jednej z poldh zodpovedajucim poloham 201 az 221
v ORF5 podfa sekv. €. 24;

b) je testovana, &i vysledny PRRS virus je oslabeny.

29. Spdsob podla ktoréhokolvek z narokov 26 az 28, vyznacujuci sa
tym, Ze modifikacia vedie k zmene aminokyselinovej sekvencie kodovaného
proteinu.
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30. Spbsob podra ktoréhokolvek z narokov 26 az 29, vyznadujltci sa

ty m, Ze modifikaciou je delécia alebo substitucia.

31. Spbsob podla ktoréhokolvek z narokov 26 az 30, vyznadujuci sa
ty m, Ze sekvencia kazdého z ORF2, ORF3 a ORF5 je modifikovana.

32. Spbsob podla naroku 31, vyznacujlici sa tym, Ze ORF2 je

modifikovany aspon v dvoch, vyhodne aspori v troch polohach.

33. Spbsob podla ktoréhokolvek z narokov 26 az 32, vyznadujaci sa
ty m, Ze modifikacia vedie jednému alebo viacerym z nasledujucich znakov: OFR2
kodujaci protein majuici aminokyselinu v jednej alebo viacerych aminokyselinovych
sekvenénych polohach zodpovedajicich poziciam 47, 88 alalebo 95 v amino-
kyselinovej sekvencii kddovanej sekv. ¢. 22, substituovanu alebo deletovana; ORF3
kddujaci protein majaci aminokyselinu zodpovedajicu polohe 93 aminokyselinovej
sekvencie kodovanej sekv. €. 23 substituovani alebo deletovanu; a/alebo ORF5
kodujuci protein majaci aminokyselinu zodpovedajlcu polohe 71 aminokyselinovej
sekvencie kddovanej sekv. €. 24 substituovant alebo deletovanu.

34. Spbsob podla naroku 33, vyznadujuci sa tym, Ze modifikacia
vedie k jednému alebo viacerym, vyhodne ku vietkym, z nasledujicich znakov:
OFR2 kédujuci protein, ktory ma serin v polohe zodpovedajicej pozicii 47 amino-
kyselinovej sekvencie kédovanej sekv. &. 22, ORF2 kédujuci protein, ktory ma
fenylalanin v pozicii zodpovedajlicej polohe 88 aminokyselinovej sekvencie
kédovanej sekv. €. 22, ORF2, ktory ma leucin v polohe zodpovedajlcej pozicii 95
aminokyselinovej sekvencie kddovanej sekv. ¢. 22, ORF3, ktory ma prolin v polohe
zodpovedajucej pozicii 93 aminokyselinovej sekvencie kédovanej sekv. &. 23,
a/alebo ORF5, ktory ma fenylalanin v polohe zodpovedajicej pozicii 71

aminokyselinovej sekvencie kddovanej sekv. &. 24.

35. Spbsob podla naroku 34, vyznadujuci sa tym, Ze modifikacia
vedie kjednému alebo viacerym, vyhodne ku vSetkym z nasledujicich znakov:
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ORF2 maijuci C v polohe zodpovedajlcej polohe 140 sekv. ¢. 22, ORF2 majuci T
v polohe zodpovedajicej polohe 262 sekv. ¢ 22, ORF2 majuci C v polohe
zodpovedaijlicej polohe 283 sekv. &. 22, ORF3 majlci C v polohe zodpovedajucej
polohe 277 sekv. &. 23 alalebo ORF5 majtci T v polohe zodpovedajucej polohe 211

sekv. ¢. 24.

36. Oslabeny eurépsky PRRS virus ziskatelny spésobom podla ktorého-

kolvek z narokov 26 az 35.

37. Oslabeny eurépsky PRRS virus majuci ORF2, ktory sa |iSi od sekv. ¢. 22
v jednej alebo viacerych polohach 130 az 150 a/alebo v jednej alebo viacerych
polohach 252 az 272 a/alebo v jednej alebo viacerych polohach 273 az 293.

38. Oslabeny eurépsky PRRS virus majuci ORF3, ktory sa liSi od sekv. €. 23
v jednej alebo viacerych polohach 267 az 287.

39. Oslabeny europsky PRRS virus majuci ORF5, ktory sa li8i od sekv. ¢. 24
v jednej alebo vo viacerych polohach 201 az 221.

40. Vakcina, vyznacujluca sa tym, Ze obsahuje oslabeny eur6psky
PRRS virus podla ktoréhokofvek znarokov 36 az 39 spolu s farmaceuticky

prijatelnym nosic¢om.

41. Pouzitie oslabeného eurdpskeho PRRS virusu podla narokov 36 az 39 na

vyrobu vakciny na o€kovanie prasiat.

42. Pouzitie oslabeného eurépskeho PRRS virusu podfa ktorehokofvek

z narokov 36 az 39 na vyrobu vakciny proti PRRS.
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Fig. 1B
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