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INTRODUCTION

Les virus respiratoires syncytiaux humain (VRSH) betvin (VRSB) sont des
Pneumovirus présentant de grandes similitudes structurales, qet partagent des
caractéristiques épidémiologiques, cliniques efoldglles communes. Ces virus sont
respectivement les causes majeures d'infectionpiraegsires virales sévéres chez les
nourrissons et les jeunes bovins dans le monde/R8B est associé a plus de 50% des
troubles respiratoires chez les bovins de moinsrdan, ce qui le place en téte des agents
infectieux (Kimmanret al, 1988). En France, la séroprévalence du VRSB e$0d%. Outre
son impact en production bovine, l'infection parV®SB s’avere d'un grand intérét en

pathologie comparée.

Les virus respiratoires syncytiaux sont des virddd de polarité négative : ils ont la
capacité de muter a chaque cycle de réplicatiotte @aractéristique biologique leur confere
un potentiel de variation et d’adaptation essentgluvant poser des problemes variés

notamment en matiere de réponse a la vaccination.

Les études génétigues et antigéniques du VRSH emhip de définir deux sous-
groupes A et B distincts. L'analyse du génome vital VRSB montre que les souches
peuvent étre classées en 6 sous-groupes génétifoetefois, la diversité génétique du
VRSB est moins importante que celle de son hom@opde VRSH. Si les séquences
complétes du génome de nombreuses souches de VRS#éodéterminées, on ne dispose
aujourd’hui que de peu de séquences partielleodehss circulant actuellement en France.
La seule séquence compléte de référence a digposist celle d’'une souche de laboratoire

amplifiée, datant de 1969.

Dans cette étude, nous avons obtenu les séquennsensus de trois souches de
terrain récentes isolées en France, et réaliséétdales phylogénétiques sur le génome
complet ainsi que sur les genes G, F et N, damsitlel’établir des degrés de parenté entre
souches. Enfin, a travers I'étude des résultatdedx séries d’expérimentations, nous avons
cherché a mettre en relation I'étude des séquesicks pouvoir pathogene des souches en

modele d’infection expérimentale chez le veau.
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Dans une premiere partie, nous ferons une syntiibBegraphique sur l'infection par
le VRSB en insistant sur les points clés liés amnog®e et a la pathogénie virale, puis nous

présenterons et discuterons les résultats obtenus.
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|. LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL BOVIN, UN
PNEUMOVIRUS

Le premier virus respiratoire syncytial (VRS) fabié par Morriset al. en 1956 lors
d’'une épidémie chez des chimpanzés (Maetial, 1956). La nature des effets cytopathiques
(ECP) du virus sur cultures cellulaires (formatida syncytia) a été a l'origine de sa
dénomination (Chanocé&t al, 1957), puis, dans les années 60, une série @etathblirent
limportance du virus respiratoire syncytial hum@rRSH) dans les affections respiratoires
des enfants (Chanoak al, 1961). Dix ans plus tard, un virus étroitemeatdu VRSH fut
isolé au cours d’'une épizootie de maladies respiest séveres chez des bovins, ce virus a été
nomme le virus respiratoire syncytial bovin (VR§Baccaud et Jacquier, 1970).

Les descriptions des caractéristiques virologigqless VRS sont surtout basées sur les
études réalisées sur le VRSH, mais en raison éeslgs similitudes entre le VRSH et VRSB,

les connaissances obtenues pour le virus humatrseament extrapolées au virus bovin.

.1. Taxonomie

Le VRSB est un virus a ARN de polarité négative argmant a l'ordre des
MononegaviralesComme tous les virus faisant partie de cet ondr&/RSB est caractérisé
par (Collins,et al, 1996; Valarcher, 1999a):

» une enveloppe lipidique d’origine plasmique comaotides protéines virales

» un génome représenté par une molécule d’ARN moépaate non segmentée de
polarité négative

» un génome étroitement lié sur toute sa longueur @oxeines de la nucléocapside
dans le virion et dans les cellules infectées

» une synthese initiale d’ARN messager (ARNm), de igtennon chevauchante la
plupart du temps, par une polymérase virale ARNeddpnte fortement associée a la
nucléocapside

» une disposition constante des génes: 3'- région tremtuite/génes codant pour des
protéines non structurales — génes des protéineguddette — protéines d’enveloppes

— gene de la polymérase — 5’
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> la réplication du brin d’ARN (-) par la syntheseud’brin d’ARN complémentaire de

polarité positive, ceci se déroulant dans le cysiple

L’ordre desMononegaviralesest divisée en 4 familles: la famille dekabdoviridae
comprenant entre autre le virus rabique, la familés Filoviridae, dont l'unique genre
Filovirus comprend les virus Marburg et Ebola, la famills Bernaviridaeet la famille des
Paramyxoviridaga laquelle appartient le VRSB.

La famille desParamyxoviridaeest subdivisée en deux sous-familles. La soushami
des Paramyxovirinaecomprend trois genres : le gerfParamyxovirus(virus parainfluenza
humain 1 et 3, virus Sendai), le geMerbillivirus (virus de la maladie de Carré, virus de la
rougeole, virus de la peste bovine), et le g&ubulavirus(virus de la maladie de Newcastle,
virus des oreillons, virus parainfluenza humairt 2)elLa sous-famille deBneumovirinaeest
représentée par deux genres : le géhreumovirus (VRSH, VRSB, ovin (VRSO) et caprin
(VRSC), pneumovirus de la souris) et le geMietapneumovirugmétapneumovirus humain,
virus de la rhinotrachéite de la dinde) apparuitéésmment (Van den Hoogest,al, 2001).

Sous familleParamyxovirinae

Genre Paramyxovirus Genre Rubulavirus Genre Morbilivirus
virus Parainfluenza humain types 1 ef 8irus parainfluenza humain de type 2,| virus de la rougeole
virus Parainfluenza bovin type 3 4a et 4b virus de la peste bovine
virus Parainfluenza murin type 1 (virdsvirus de Newcastle (paramyxovirus virus de la peste des petits ruminants
Sendai) aviaire de type 1) virus de la maladie de Carré
virus des oreillons morbillivirus du phoque
rubulavirus porcin morbillivirus du dauphin

virus parainfluenza simien type 5

Sous famillePneumovirinae

Genre Pneumovirus Genre Métapneumovirus

VRS humain metapneumovirus humain

VRS bovin virus de la rhinotrachéite de la dinde
VRS ovin

VRS caprin

pneumovirus de la souris

Tableau 1 : Composition de la famille des Paraminaese, d’aprés Lambs et Kolakofsky (2001)

Bien que la longueur des génomes des virus dentdlédadesParamyxoviridaesoit
similaire, les virus de la sous-famille desmeumovirinaeont un nombre de genes plus
important (10, alors qu’il N’y en a que 6 ou 7 pdes virus de l'autre sous-famille). Cette
deuxieme sous-famille differe de la premiere paabdence de neuraminidase et

d’hémagglutinine.
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[.2. Propriétés physico-chimiques

Le VRSB est un virus trés peu résistant dans leméxtérieur. Il est sensible au pH
acide (pH < 4), a I'éther, au chloroforme, au dextrofate de sodium & 0.1% et a la trypsine a
0.25%, ainsi qu’a de nombreux solvants huileux.

C’est un virus thermolabile ; en effet, I'infectité&sdu virus est détruite en 30 minutes
a 56°C et en quelques heures a 37°C (Paccaud;aatidg 1970; Smith, 1975). D’autre part,
elle diminue peu a peu en guelques semaines lofsquiis est stocké a — 20°C, alors gu’elle
est stable plusieurs mois au-dessous de — 50°C-049%°C (Inabaet al, 1973). Plusieurs
congélations et décongélations successives déttusevirus (Larsen, 2000). Cette fragilité
du VRSB explique le rble prépondérant du contaatidans la transmission et la difficulté
de lisoler a partir des prélévements réalisés p@uliagnostic car ce virus est tres fortement
lié aux cellules (Fields Virology, 5th edition, Z8)0

Le VRSB n’a pas de propriétés d’hémadsorption béfagglutination (Richmaet
al., 1971).

Un grand nombre de cultures cellulaires peut étiecté par le VRSH, mais il semble
gue la spécificité cellulaire soit plus restreiptaur le VRSB. Le VRSB se réplique dans de
nombreux types de cellules (rénales, testiculaitegroidiennes, du thymus, duodénales,
rectales) d’origine bovine (Openshaw, 1995). Amréaptation en cultures cellulaires, il peut
aussi étre multiplié sur cellules provenant de p@ias précisément de rein d’embryon),
d’hamster (rein, poumons), de singe (souche Vera)aigine humaine (poumons et reins
embryonnaires, souche Hela, souche Hep-2). Lesitcmmsl de cultures dépendent des
cellules, la plupart du temps & 37°C et & pH Zetitre maximal relevé varie entre*i€t 16
Unité Formant Plage (UFP) par ml (Horzinek, 1990).

[1.3 Structure

Le VRSB est représenté par un virion de forme fdateuse d’'une longueur allant
jusqu’a 10um avec un diameétre entre 60 et 100 nm ou de forl@®rporphe d'allure
arrondie avec un diamétre de 150 a 350 nm. A liswedu VRSH, et comme 80 % des

particules virales du VRSC, les particules de VRSRIivent aussi former un réseau par
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I'intermédiaire de ponts de 23 nm de long et de 1# 1 de diamétre (Trudest al, 1989;
Belanger, 1988). Aucune différence fonctionnellepu étre mise en évidence entre ces deux

formes de virion.

Photo 1: Photographie d'un pneumovirus (sourcerived).

L’enveloppe des VRS est constituée d'une bicoughidiue issue de la membrane
cellulaire cytoplasmique dans laquelle sont indudes glycoprotéines virales de surface (les
protéines G, F et SH). Ces glycoprotéines d’enymopont utiles pour I'attachement, la
pénétration dans les cellules hotes et l'inductienla réponse immunitaire et forment a la
surface des virions des spicules de 11 a 20 nnomnig ¢t espacées de 6 a 10 nm qui sont
visibles au microscope électronique.

Le virion contient une nucléocapside hélicoidalmélyique de diametre variant de 12 a
15 nm (Ulloa,et al, 1998), et formée du monobrin non segmenté d’ARdgatif (environ
15000 nucléotides), associé a la nucléoprotéindaNghosphoprotéine P et la polymérase
ARN-dépendante L. La protéine de matrice M formes wouche sur la face interne de
I'enveloppe lipidique. Le génome code également glewx protéines non structurales NS1 et
NS2, ainsi que pour des facteurs régulateurs deatescription M2-1 et M2-2 (Valarcher et
Taylor, 2007).
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Figure 1 : Représentation schématique du VRSBprd&aMeyer et al., 2008.

.4. Génome

Le génome du VRSB est constitué d'une molécule dNAsmple brin linéaire qui

posséde un coefficient de sédimentation de 50Suet poids moléculaire de 5.RDaltons.

Cet ARN génomique comprend environ 15000 nucléstiglen’est ni coiffé ni polyadénylé

(Buchholz, 1999). Il est toujours trés fortemegtdi la nucléoprotéine N dans le virion et les

cellules infectées (Mallipeddat al, 1996).

La disposition des genes du VRSB est caractéristapil’ordre des Mononegavirales.

Le génome est constitué de 10 genes selon 'owdvarst (Collins, 1991) :

leader

w

I S

Figure 2: Représentation schématique du génome du VRSB.

A ce jour, une seule souche de laboratoire (VRSB98B) a été séquencée dans sa

totalité (Buchholzet al, 1999; Yunus, 2001). Par contre on dispose deequlis séquences
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génomiques du VRSH. L'étude de ces différents g@sora permis de proposer une

organisation générale comme suit :

- en 3': une région « leader » extra-génique de deléotides contenant un promoteur
viral majeur (Mink,et al,, 1991),

- en 5’ : une région « trailer » de 155 nucléotidgsges le dernier géne, L (Min&t al,
1991), deux segments nucléotidiques agissa@tielocalisés en 3’ et 5, apparemment
indispensables pour la transcription, la réplicatet I'assemblage viral. En 3, ce
segment est composé de 88 nucléotides pour le VR&#on « leader » + signal
d’initiation de transcription du gene NS1 + extré&mon codante de ce gene). En 5, le
2° segment est constitué de 192 nucléotides (ext@émoih codante du géne L + signal
de terminaison de la transcription + région «&raid) (Yunusget al, 1998; Zamoraet
al., 1992)

- entre les régions 5’ et 3, plus de 88% du génoaue @our des protéines

- un signal d'initiation de transcription se trouve @but de chaque géne, la séquence
est identique pour le VRSH et le VRSB (3' — CCCCQUA) sauf pour le géne SH du
VRSB et pour les genes L du VRSH et du VRSB. Ptvagqaoe géne, la transcription
débute dés le premier nucléotide du signal (Zanstral, 1992).

- un signal de terminaison de transcription terminagcie gene, la séquence de 12 ou 13
nucléotides est semi-conservée d’'un gene a l'auars est conservée pour un méme
gene entre le VRSH et le VRSB (3’ — UCA A/U UN AAJU A/U UUU). Ce signal
induit la terminaison de la transcription ainsi da@olyadénylation.

- les 9 premiers génes sont non chevauchants et s&parés par des séquences
intergéniques de longueur variable (entre 1 etts2éotides) et non conservees entre le
VRSH et le VRSB (Samagt al, 1991a; Zamorat al, 1992; Pastey, 1995).

- les deux derniers génes (M2 et L) se chevaucheri&uucléotides chez le VRSH et
67 chez le VRSB (du moins pour la souche A51908)eftet, le signal d'initiation de
transcription du géne L se trouve dans la séqueocgene M2. Cela aurait pour

fonction, une régulation de la transcription dedédymérase (Collinst al, 1987).
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[.5. Protéines virales (Valarcher et Taylor, 2007)

Dix protéines virales ont été décrites pour le VR&Bc des poids moléculaires similaires
a ceux décrits pour le VRSH.

Parmi ces protéines, on compte 2 protéines nowctatales (NS1 et NS2) et 8 protéines
structurales englobant 3 protéines d’envelopp&(FSH), 2 protéines de matrice (M et M2) et

3 protéines de nucléocapside (N, P, L) (Tableau 2).

Protéine Taille | % d’ AA Poids Fonctions
(en AA) | identique | (kd)
au HRSV
NS1 Protéine non structurale 1 136 69 1318 InlwbiBt résistance aux interférons de tyffe
NS2 Protéine non structurale 2 124 84 145 Inlbigt résistance aux interférons de tyffe
F Protéine de fusion 574 81 70 Fusion avec la mangde la cellule hote
G Glycoprotéine 257 30 920 Attachement a la celdie
SH Petite protéine hydrophobe 73 38-34 7.5t60  Nafimig
M Protéine de matrice 256 89 25 Assemblage desngri
M2-1 | Protéine de matrice 2-1 186 80 27 Facteuedaihaison de la transcription virale
M2-2 | Protéine de matrice 2-1 95 43 11 Facteur delation de la transcription virale
N Nucléoprotéine 391 93 45 Formation de la nuclpsicke
Résistance aux ARNases
P Phosphoprotéine 241 81 33 Co facteur de la pobsaé
Polymérase 2161 84 250 Transcription et réplicatiirale

Tableau 2 : Caractéristiques principales des pnoési du VRSB (d’apres Valarcher et al., 2007)

[-5-1. Les protéines non structurales NS1 et NS2

Ces protéines non structurales sont caractérigigigsPneumovirusau sein de la
famille desParamyxoviridaelLes génes de ces deux protéines sont abondamraastrits
dans les cellules infectées mais NS1 et NS2 sdeties en faible quantité dans les virions
purifiés. Elles ne sont pas indispensables a licedjn in vitro, bien que la croissance de
VRSH et VRSB recombinants délétés des genes NS1gNiB&duite.

Le géne codant pour la NS1 est constitué de 52&sbds<ode pour une protéine de 136
acides aminés et de poids moléculaire d’envirokD&a (Pasteyet al, 1995). Le gene codant
pour la NS2 est constitué de 488 nucléotides,decpour une protéine de 124 acides aminés
dont le poids moléculaire est de 14.5 kDa (Evaha], 1996; Mallipeddigt al.,1990).
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Leurs séquences ont été déterminées chez le VR8Heetle VRSB ; il apparait que
les pourcentages de conservation au niveau nudigod entre ces deux virus sont compris
entre 65 et 67% pour la NS1 et entre 67 et 69% [aoMNIS2 (Pasteyet al, 1995). Des études
ont montré que ces NS1 et NS2 jouent un role magiauns I'inhibition de la réponse cellulaire

par les interférons de type | (Teagal, 1999).

[-5-2. Les protéines d’enveloppe

» la protéine de fusion F

La protéine F des virus respiratoires syncytiauxsessiblement identique structurellement
et fonctionnellement aux protéines F dRegamyxovirusC’est une des raisons pour lesquelles
les Pneumovirusont été classés parmi Ié&aramyxoviridae(Collins, et al, 1984). Cette
protéine, tres conservée entre souches viralesnadispensable a la réplication du virus. Elle

est présente sous forme de triméres dans I'enveloipale.

La séquence de cette protéine est longue de 5désaaminés et est relativement bien
conserveée entre les nombreux VRS (Pastewl, 1993). La protéine F est une glycoprotéine
de type |, peu glycosylée, contenant une séqueagnalpreés de I'extrémité N-terminale et un
site d'ancrage dans la membrane pres de I'extré@itrminale (Collinset al, 1984). Elle est
synthétisée tout d’abord sous la forme d’'un praaursnactif Fo. Ce précurseur est clivé dans
le réticulum endoplasmique grace a une protéadgpdetrypsine en une sous-unité F1 de 48
kDa et une sous-unité F2 de 20 kDa, toutes deug&erelpar un pont disulfure. Le clivage
permet de libérer, chez le VRSB uniquement, unigepde 27 AA (Pep27) situé a l'origine
entre les deux sous unités. Ce peptide serait umologue des tachykinines, une famille de
peptides bioactifs. (Valarcher et Taylor, 2007).dratéine F contient 15 cystéines dont 11 se
situent dans le centre de la sous-unité F1 ebiiet@enent dans la formation des ponts disulfures
(Lopez,et al, 1996).

Comme son nom l'indique, la protéine F assure Eofu de I'enveloppe virale avec la
membrane de la cellule cible, permettant ainsiéliaétration du virus dans celle-ci. Elle assure

egalement la fusion des cellules infectées et méecieées formant ainsi les syncytia et les
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cellules géantes multinuclées observées dans lesezside cellules et dans les tissus infectés

(Heminway,et al, 1994).

Figure 3 : Représentation schématique de la stmgctidimensionnelle de la protéine F sous la ford'en

trimére.

* la glycoprotéine G

La glycoprotéine G deBneumovirusest unique et ne présente pas d’homologie avec les
protéines d’attachement des autr@aramyxoviridae Elle ne possede pas d'activité
hémagglutinante et neuraminidasique (RichneaaJ, 1971).

Le géne codant est constitué de 838 nucléotidds\RN messager contient deux ORF
(Open Reading Frame, cadre ouvert de lecture)rémier est le point de départ de la synthése
d’un polypeptide de 257 acides aminés de poids cntd@e estimé a 30 kDa (Larsest, al,
1998; Lerchet al, 1990), I'autre servirait a la synthése de la ®@acrétée de la molécule. La
protéine G est une protéine membranaire de typé ekt fortement glycosylée par des sucres
N- et O- liés, car elle contient de nombreux sjteavant potentiellement étre le lieu de O- ou
N-glycosylation. Son poids moléculaire passe dails a environ 90 kDa aprés maturation. La
conformation structurelle de la glycoprotéine Gsessble alors a celle de la mucine (Lambert,

1988; Collins,et al, 1991), ce qui pourrait faciliter la pénétratiam \drus dans les sécrétions
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mugueuses des voies respiratoires. La variation ges de glycosylation contribue a
I'hétérogénéité antigénique. Jusqu’a 46% du domektacellulaire peut étre substitué par une
séquence différente sans altérer la viabilité dusvi

intracellulaire TM extracellulaire
. | | | .
NH2' | | ol ' COOH
1 38 66 159 186 257/263
Conservée Yhle C. Variable

Figure 4: Représentation schématique de la striecprmaire de la glycoprotéine G du VRSB (TM:

transmembranaire) (Larsen, 2000).

La glycoprotéine G est extrémement variable dardolaaine extracellulaire pour les
souches de VRSH et de VRSB. Cette partie extrdagluest constituée de deux régions

variables dites « mucin-like » encadrant une régmmservée centrale.

La variabilité est due a des mutations non synomsymeniveau nucléotidique, ce qui
peut générer un codon stop et donc la productiola geotéine tronquée. La région centrale
extracellulaire comprend un segment tres conseeggédsenté sur la figure 4 pour le VRSB et
allant des acides aminés 164 a 176 pour le VRSHifermant 4 résidus cystéines formant
deux ponts disulfures.
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La protéine G existe a I'état de multimére, ousptuécisément a I'état de dimere ou

trimére comme le montre la figure 5.

Domaine
extracellulaire

Domaine
intracellulaire N

Figure 5 : Représentation schématique de la stmectidimensionnelle de la protéine G. Les flechksies

montrent les deux régions variables (en rougea dglche verte le domaine conservé.

La protéine G a pour fonction principale I'attagtent du virus sur le récepteur des
cellules cibles, ceci a été supposé grace a laudéde d’anticorps spécifiques dirigés contre la
protéine G qui inhibaient I'adsorption des viriossr ces cellules (Levinest al, 1987).
Cependant, il a été montré qu’une souche de VR&mpant une délétion des protéines G et SH
était atténuéen vivo mais pouvait toujours infecter certaines lignéelutaires comme les
cellules Vero (Karronet al, 1997). Cela montre alors que la protéine G rpastessentielle a
la multiplication du virusn vitro.

In vitro, cette protéine s’exprime sous deux formes : omad ancrée dans I'enveloppe
virale et une forme tronquée sécrétée par la eeihiéctée (Hendrickgt al, 1987; Robertst
al., 1994). Cette forme sécrétée serait responsablpudigues manifestations cliniques lors
d’'une primo-infection par le VRSB (Grahast,al, 2000). Cette derniere jouerait €également le
réle de leurre pour le systeme immunitaire enaa lux anticorps. Les autres implications de

G dans la pathogénie seront développées plus tard.
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Les glycoprotéines F et G induisent une réponséegirice marquée, évaluée sur la
réduction de la multiplication virale dans les pauns et basée sur les anticorps neutralisants
circulants. Les anticorps monoclonaux spécifique$ cheutralisent presque tous l'infectiosité,
alors que trés peu d’anticorps monoclonaux spémBgde G en sont capables, a la différence

des anticorps polyclonaux (Collinst, al,, 1996).

Sur la protéine F, la majorité des sites antigésgconnus est localisée sur la sous-
unité F1. Ces sites sont au nombre de 11 (Tagloal, 1992; Trudelet al, 1987). Sur la
glycoprotéine G, des sites antigéniques ont auésdeéntifiés, certains sont des sites linéaires
(Melero, et al, 1997) ; les sites conformationnels sont localf@scipalement sur les parties
glycosylées (Garcia-Barrenet al, 1996; Ruedaet al, 1991) pour le VRSH. La région
centrale hydrophobe non glycosylée de G comprewds tzones immunodominantes
(Valarcher, 1999). Pour le VRSB, il n'y a aucunena@e sur des sites antigéniques des
protéines N et P.

* la protéine SH (pour Small Hydrophobic)

Les séquences nucléotidiques des protéines SHtappat a deux souches de VRSB
varient entre 462 et 566 nucléotides. La conseymaiucléotidique entre ces deux souches est
de 85% (Collinset al, 1993). La conservation au niveau nucléotidiqupegttidique entre la
SH du VRSH et du VRSB est de 49% et de 36%, relspacent (Samakt al, 1991a).

Cette protéine SH se trouve presque intégralemans e membrane, seule I'extrémité C-
terminale se situe dans le secteur extracelluldi@bservation de cellules infectées montre
que SH peut exister sous de nombreuses formespsylges (S SH,) ou non (SH, SH)
(Andersongt al, 1992; Samalet al, 1991a). La signification de I'existence de cdfdéntes
formes reste inconnue. De méme, la fonction de getitéine n’est pas totalement définie. Elle
ne semble pas essentielle a la réplicatrowitro et in vivo, cependant quelques études ont
permis de montrer qu’elle participerait & la fotima des syncytia en exacerbant l'activité de
la protéine F (Pastewgt al, 1997).
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1.5.3 Les protéines de nucléocapside

» la nucléoprotéine N

Le géne codant pour la nucléoprotéine N est cargstle 1196 nucléotides. Il est a l'origine
d’'un polypeptide de 391 acides aminés avec un puolgculaire d’environ 43 kDa quel que
soit le VRS (Samalet al, 1991b). Elle est présente en grande quantité lgamsion et les
cellules infectées. Le degré d’homologie entredaléoprotéine N du VRSB et du VRSH est

de 80.7% au niveau nucléotidique et de 93.3% aganipeptidique (Samadt al, 1991a).

Cette protéine est le principal constituant de Ualéocapside et elle protégerait 'ARN
génomique des deégradations dues aux ARNases : fetlee un complexe avec la
phosphoprotéine et la polymérase dans le cytopladesecellules infectées (Samat, al,
1993; Mallipeddiet al,1996). De plus, la protéine N joue un réle pourdasition de la phase
de transcription a la phase de réplication virtallipeddi, et al, 1996).

* la phosphoprotéine P

Le géne codant pour la phosphoprotéine P est loomg8@D nucléotides. Le degré
d’homologie entre la phosphoprotéine du VRSB elecdl VRSH est de plus de 72% au
niveau nucléotidique et de plus de 81% au niveaigigue (Mallipeddi,et al, 1992). La
séquence contient un ORF de 723 nucléotides (LaB&$0). La protéine P est constituée de
241 acides aminés avec un poids moléculaire deD2vduel que soit le VRS (Mallipeddi
al., 1992). La grande proportion de résidus sérinthréonine (17%) montrent un degré de
phosphorylation élevé de cette protéine, ce quigiee certainement aux variabilités entre les
divers isolats.

La protéine P intervient comme une protéine chaperopour la protéine N soluble et
intervient aussi comme facteur de régulation detrbnscription, de la réplication et
d’assemblage du virion (Khattat al, 2001; Lu,et al, 2002).
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e la polymérase L

Le géne L est constitué de 6562 nucléotides et oompin seul site d’initiation de lecture
codant 'ARN polymérase ARN-dépendante. C’est laegée plus long présent sur I'ARN
génomique du VRSB, il représente dailleurs 60 %cdegénome. La polymérase est un
polypeptide de 2161 acides aminés (Yureisal, 1998). Cette protéine est une polymérase
ARN dépendante. La polymérase L du VRSB partagé d'fdentité au niveau de la séquence
nucléotidigue du géne et 84% d’identité au niveaptipique avec celle du VRSH (Yunue,
al.,, 1998). La comparaison des séquences de plusignigsnérases ARN-dépendantes
appartenant a des virus a brin négatif non segménte quatre motifs identiques toujours
présents et hautement conservés qui représentemineenent des domaines fonctionnels
(Poch,et al, 1990; Stecet al, 1991).

La protéine L est une polymérase ARN dépendantesfuiesponsable de la transcription

et de la réplication virales.

[-5-4 Les protéines de matrice

La plupart des virus & ARN non segmenté n'ont ge’'saule protéine de matrice, les

Pneumovirusont donc une exception parmi Menonegavirales

* La protéine de matrice M

La séquence nucléotidique du gene codant pour 'ARMssager M compte 938
nucléotides. Le polypeptide correspondant est Ideg256 acides aminés (Samat, al,
1991a). Le pourcentage de conservation entre leH/&Se VRSB pour la protéine M sont 74
%sur un plan nucléotidique et 89% sur le plan pigutie. Comme les protéines de matrice des
autres virus de la méme famille, la protéine M nhjess glycosylée et ne possede pas de sites
d’ancrage membranaire sur sa séquence (Cadlirel, 2001). Cette protéine est située a la
surface interne de I'enveloppe virale, et joue @e important dans la formation des particules
virales (Larsen LE, 2000).
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* Les protéines M2-1 et M2-2

La séquence nucléotidique codant pour le genecdfitpte 958 a 962 nucléotides. Le
géne M2 contient deux ORF. L'ORF principal est @rigine d’'une protéine M2-1 de 186
acides aminés correspondant a un poids moléculai®? kDa ; le second ORF, qui chevauche
le premier, code pour une protéine M2-2 potenteeP8 acides aminés (Collinst al, 1990;
Mallipeddi, et al, 1990). Les pourcentages de conservation enV&eH et le VRSB pour le
géne M2 sont de 69% sur le plan nucléotidique eB@&6 sur le plan peptidique (Samal et
Zamora, 1992).

La protéine M2-1 a d’abord été considérée commepuoigine de matrice. Puis il a été
démontré qu’elle pouvait se lier aux protéines NPetlans des inclusions cytoplasmiques
(Garcia-Barrenaet al, 1996). Elle s’est révélée par la suite étre wtefar d’anti-terminaison
de la transcription, essentiel pour la viabilitéale (Fearn et Collins, 1999). M2-1 contient des
motifs en doigt de zinc cystéine-histidine a sonréxité N-terminale, essentiels a cette

activité d’anti-terminaison (Hardy et Wertz, 2000).

Le facteur de régulation M2-2 est codé par le se@€@RF, chevauchant le premier, du
gene M2. Sa longueur est de 95 AA et son poidsentdée de 11 kDa (Collinst al,. 1990 ;
Collinset al, 2001). La protéine M2-2 est peu abondante dansdkules infectées mais sa
guantité augmente pendant I'infection (Ahmadéaml, 1999). Le gene M2-2 peut étre délété
dans un virus recombinant, il n’est pas nécessd@esurvie du virus. Mais en comparaison
avec le virus sauvage, la transcription est augéeetaindis que la réplication est diminuée.
M2-2 a donc un role dans la régulation de la sysgltBARN (Berminghanet al, 1999).
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|.6. Cycle de réplication

[.6.1 Attachement et entrée du virus

De études montrent que la protéine G permettraitathement non spécifique du
virion a la surface de la cellule héte par inteémacientre son domaine « heparin-binding » et
certains glycosaminoglycans (GAG) cellulaires et al, 2001). En outre, I'étude de
l'infection d’'une lignée cellulaire épithéliale hame a montré que la glycoprotéine G
interagissait avec I'annexine I, grace a une dinix heparin-like », mais aussi avec d’autres
protéines du surfactant (Malhotaal, 2003).

Cependant, Schendleat al. (2003) ont montré I'existence d’'un autre meécanisme
d’entrée du virus dans la cellule héte qui seraih@@pendant et impliqué dans la spécificité
d’héte du virus et dont le support serait la somtéuF, de la protéine de fusion F.
L’hypothése avancée est que G se lierait de fagonspécifique aux GAGs et faciliterait ainsi
I'accés de la sous unité & un récepteur cellulaire spécifique.

La pénétration du virus se fait par fusion de I'eloppe virale a la membrane cellulaire,
fusion initiée par la protéine F. Par ailleursailété montré que l'interaction de F avec la
protéine cellulaire RhoA faciliterait la formatiate syncytia et I'association entre RhoA et F
pourrait intervenir dans I'étape de pénétratiorvilus dans la cellule (Pastey al, 1999). La

nucléocapside est ensduite libérée dans le cytoplatita polymérase débute la transcription.

1.6.2 Transcription et traduction

La transcription et la réplication se font intégraknt dans le cytoplasme (Levine,
1969).

La transcription s’effectue dans le sens.35’ a partir d’'un promoteur unique situé en
3'. La polymérase entre en contact avec la régimader » en 3'. L'ARN génomique est alors
transcrit en 10 ARN messagers subgénomiques guicgignaux d’initiation et de terminaison
encadrant chague gene et, dans une proportion reingmu plusieurs transcrits polycistroniques
polyadénylés, résultant de I'absence de lectura d plusieurs signaux de terminaison de la
transcription de géne par la polymérase. Les quéanti’ARN messagers transcrits sont

décroissantes de 3’ vers 5, ce qui est di au dBage de plus en plus fréquent de la
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polymérase lorsqu’elle avance vers I'extrémitéla.quantité de protéines virales synthétisées
est proportionnelle a la quantité d’ARN messageses.conséquent, plus un gene est proche de
'extrémité 3’, plus la quantité de protéine coqese ce géne est importante ; ainsi, dans la
cellule, les protéines NS1 et NS2 sont en tresdr@uantité par rapport aux protéines M2 et L
(Barik, S., 1992).

La séquence de I’'ARN régule aussi la transcripttom.effet, le signal de terminaison
du géne M2 se trouve apres le signal d'initiationgéne L ce qui améne a la production dans
90% des cas d'un transcrit de L tronqué. L'existem® deux codons d'initiation de la
transcription du géne G entrainerait aussi unerditian de I'efficacité de la transcription et de
la traduction (Robertgt al, 1994).

1.6.3 Réplication de 'ARN

Pour la réplication de 'ARN viral, la polyméraseitdire le génome sans tenir compte
des signaux d'initiation et de terminaison. Elletétise ainsi un ARN de polarité positive
complémentaire de I'ARN génomique. La région 3’ lshin positif contiendrait une région
promotrice pour la synthése de brins négatifs. ieftation de la polymérase vers sa fonction
de réplication dépend de la quantité de protéiivades synthétisées présentes, principalement
de la nucléoprotéine N, dans le cytoplasme, puitggienolécules d’ARN antigénomique sont

encapsidées au fur et a mesure de leur synthese.

M2.2

v
() ) ) e e P Proteins
() 5 ) 0 0 R e L ] mRNA
—— —— T (Pclar gragient of ranscr pton)

3 5

- Jm Genomic RNA

Symosns of positive strand
5 3
- -

1 Synthesis of negative strand

3 5'
L = Genomic RNA

Figure 6 : Transcription, traduction et réplicatiaie I'’ARN viral (d’aprés Valarcher et Taylor, 2007)
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[.6.4 Assemblage des virions

Les protéines de matrice paraissent étre a I'cgigia 'assemblage entre I'enveloppe
virale et la nucléocapside. Le bourgeonnement ds®/R’effectue soit dans les vésicules
cytoplasmiques avec une libération des virionsepacytose soit directement a la surface de la
membrane plasmique (Arslanageat, al, 1996). 90% des virions produits sont associés a |
membrane cellulaire (Stotf al, 1985).

Sachant que la dégradation des filaments d’actifielaire diminue drastiguement la
production de particules infectieuses, le cytosgfiel est probablement impliqué dans
'assemblage du virion (Burket al, 1998).

[I. L'INFECTION PAR LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL
BOVIN

1.1 Epidémiologie

[1.1.1 Les especes sensibles

Le VRSB infecte une espéce héte naturel : les sovinsqu’a présen,t la transmission
interspécifique n'a pas été démontrée méme sidaipitité d’'une transmission entre hommes
et bovins, ainsi qu’entre bovins et petits rumisané peut étre écartée. L'infection par le

VRSB n’est pas considérée comme une zoonose.

En milieu naturel, I'dge des animaux est un facgradominant par rapport aux signes
cliniques. En effet, les signes cliniqgues sont@urbbservés chez les jeunes de moins de un
an (Elvander, 1996; Valarcher, 1999a). Le pic ddeace des cas cliniques séveéeres est plutot
entre 2 et 7 mois d’age (Grelkt al, 2005a). Au Royaume-Uni, 70% des veaux ont été
infectés a I'age de 9 mois (Stettal, 1980). Dans la plupart des cas, la circulatie’tvV®&SB
dans les élevages n’affecte avec gravité que lasixvéVan der Poel, 1994). Les signes
cliniques sont parfois observés au sein de troupadultes et I'infection peut alors induire de
graves maladies respiratoires (Ekis al, 1995). Les formes séveres rencontrées chez des
bovins adultes correspondent alors tres probable@meme premiére exposition tardive au
virus (Bakeret al, 1997b, Larsen, 2000a).
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[1.1.2 Prévalence de I'infection

Le VRSB tient une place importante au sein du cexgbes maladies respiratoires, et
pourrait favoriser les maladies bactériennes sesioesl De nombreuses enquétes
éepidémiologiques menées en Suéde et au Danemadeswglevages laitiers ont montré que
60 a 70 % des troubles respiratoires étaient UEgRSB. En élevage allaitant, le VRSB a éte
associé aux troubles respiratoires dans 16 a 7X/cae (Stotet al., 1980; Caldowet al,
1988 ; Kimmanet al, 1988 ; Caldowet al, 1993 ; Schelchegt al, 1990), ce qui place cette
pathologie au premier rang des pathologies resriest En France, la séroprévalence du
VRSB est supérieure a 60 %, sachant que 50% desarisont primo-infectés avant I'age
de 12 mois (Perriet al, 1979).

[1.1.3 Mortalité et morbidité chez les bovins

L’apparition de la maladie est brutale, et le terdjpncubation est de I'ordre de 3 a 5
jours en cas d’infection naturelle. L'infection ®ad rapidement au sein d’un cheptel sensible
La morbidité est tres élevée, de l'ordre de 60 %.8Qa mortalité induite par le VRSB
avoisine les 0,5-1% le plus souvent. Toutefois,sdegrtains cas, elle peut atteindre 20 %,
avec des conséquences économiques severes peueliél (Bakeet al, 1997a). En outre,
certaines pneumonies bactériennes a I'autopsieeatirgie initiées par une infection virale a
VRSB (Larsen, 2000a).

I1.1.4 Les voies de transmission

Le mode de transmission du VRSB n’est pas encaiecahent établi, cependant un
contact étroit semblerait nécessaire. L'infectiertransmettrait par voie aérienne a partir des
sécrétions respiratoires des animaux infectésrdresinission par des aérosols infectieux a été
confirmée, sur de courtes distances (Baltexr, 1997b, Larsen 2000b, Mags al, 1999). Les
animaux atteints sont donc les principaux vectedes la maladie. En conditions

expérimentales, la durée d’excrétion serait del2 ppurs post inoculation.
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Jusqu’a présent, la contamination par transmissiectorielle n’a pas encore été
démontrée, bien que la transmission vectorielle ami@cie soit suspectée. De méme,
I'existence d’'une transmission verticale n’a jampais étre confirmée, bien que la présence

o, s

d’anticorps anti VRSB dans le sérum fcetal ait érite (Gouldet al.,1978).

[1.1.5 Saisonnalité de I'infection et persistancahe

Chez les bovins, la saisonnalité de l'infectionresrquée. En effet, le nombre de cas
de VRSB est culminant en automne ainsi qu’en hiBakeret al 1985). Cette saisonnalité
serait due aux changements climatiques et notamawenbaisses de température (Mahin et
Shimi, 1982 ; Key et Derbyshire, 1984) et de p@ssitmosphérique (Wellemans et Leunen,
1975). Pendant les autres saisons, les infectidngpes sont rares mais on peut assister a

des épisodes clinigues suite a une réinfection.

Certains élevages sont victimes d’épidémies réntgsesans que le virus semble étre
présent entre les épisodes cliniques. Ces obsemgatbnt conduit a mener des études
sérologiques au sein d’élevages confinés ; lesltadsiétaient en faveur d’'une persistance
virale chez certains individus plutét que d’'unecglation du virus a bas bruit au sein de
'élevage. En 2001, Valarchet al. ont mis en évidence la présence du virus souseform
d’ARN viral dans les nceuds lymphatiques trachéathimues et médiastinaux de veaux, 71
jours aprés infection expérimentale. Toutefoistdactivation et la réexcrétion du VRSB a
partir de ces animaux n’a jamais été demontréeRINAviral a été également isolé dans les

lymphocytes B des animaux.

[1.2 Signes clinigues

L’incubation de la maladie est estimée entre 2jeuEs. L'infection par le VRSB peut
étre asymptomatique (subclinique), se limiter a uatéeinte des voies respiratoires
supérieures, ou atteindre les voies respiratoifésieures.

Dans 21 % a 47 % des cas, l'infection est subalmi(Baker, 1985).
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Lors d’infection clinique, les signes les plus fiéqment observés sont :

- un syndrome fébrile : hyperthermie élevée (supégieu 40°C), baisse modéree de
I'état général, anorexie, baisse de la productamiée, mufle sec. Les symptomes
généraux sont souvent de courte durée, c'est-addiré a 3 jours, et visibles des le
début de I'infection, mais peuvent s’aggraver etefdépression et coma.

- des symptdbmes respiratoires: un larmoiement, diagge nasal muqueux a
mucopurulent et de la toux qui peuvent persisteqyta 10 a 20 jours dans la moitié
des cas; une polypnée (fréquence respiratoire risup€é a 60 mpm), une
augmentation des bruits a l'auscultation (siffletsgrcrépitements, expiration en
grognement) et une dyspnée abdominale, avec unys@pie sous-cutané pour les cas

les plus atteints, qui dure 6 a 10 jours.

L’évolution de la maladie est généralement bénighajure grippale, avec une atteinte
du tractus respiratoire proximal, entrainant uneatnachéite. Dans certains cas, elle évolue
de maniére brutale lors d’'une atteinte du trackspiratoire distal. Ceci se manifeste par une
broncho-pneumonie avec emphyseme, aggravée d’ustruotion bronchique (Belknap,
1993). Parfois, la bronchiolite est si grave ge@edist qualifiee de « syndrome de détresse
respiratoire aigué » : 'animal se tient debous, leembres écartés, la téte basse, I'encolure
tendue et la bouche ouverte avec plainte expieatdir est incapable de bouger ou de
s’alimenter et fait d’énormes efforts pour respifeiorzinek, 1990). De la mousse parfois
mélée a du sang se forme dans la bouche du veaul®uit de cornage est parfois audible.
Dans certains cas, un emphyséme sous-cutané peiakér (Belknap, 1993).

Une évolution biphasique est décrite chez les vedexraces a viande : l'atteinte
respiratoire modérée avec syndrome fébrile estiesuiune pseudo-rémission clinique.
Quelgues jours plus tard, les animaux rechutent ane sévére détresse respiratoire (Baker
et al, 1997b, Belknap, 1993, Elvander 1996).

Les différents tableaux cliniques peuvent étre nkEsedans un méme élevage.
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L’observation de ces signes cliniques est modulée de nombreux facteurs tels les
particularités anatomiques, physiologiques et imitaines du jeune par rapport a l'adulte, la
virulence de la souche virale du VRSB, les défititmunitaires congénitaux ou acquis ainsi

gue les surinfections bactériennes.

Les symptdomes observés lors d’infections expérialeatsont généralement d’intensité

plus faible que lors d’une infection naturelle @11996).

1.3 Lésions

[1.3.1 Lésions macroscopiques

Lors d'infections expérimentales, il y a peu dergements macroscopiques durant
les 5 premiers jours post-inoculation, ils s’eftemit majoritairement entre 1€ GJ5) et le 8
(J8) jours (Bryson, 1978b; Castelman, 1985b; Mohak975).

Chez les veaux morts de syndrome de détresseatsmraigué, un non affaissement
du poumon est souvent constaté a l'ouverture decdge thoracique, expliqué par
'emphyséme pulmonaire.

La mugueuse nasale, la trachée et les bronchesrésrityperhémiées surtout lors des
premieres phases de la maladie.

Une densification pulmonaire modérée atteint ldse$opulmonaires cranio-ventraux
qui sont alors de couleur brique a lie de vin arveaspect luisant a la coupe. Du mucopus
s’écoule des bronches. Le septum interlobulair@egipsouvent épais en raison de I'cedéme
prononcé présent dans les poumons.

Les lobes pulmonaires caudo-dorsaux sont le plusest distendus a cause de
'emphyséme alvéolaire, interstitiel et sous plédkarsen, 2000). Les nceuds lymphatiques
trachéobronchiqgues et médiastinaux sont hyperplasiq cedémateux et parfois
hémorragiques (Bryson, 1983). Si la maladie esipdiguée de sur-infections bactériennes,
la densification du parenchyme pulmonaire est pherquée et de la fibrine peut étre
observée. Dans dautres cas, un emphyseme médiastgs marqué apparait et cet
emphyseme peut méme s’étendre aux tissus sousesudm I'épaule et de I'encolure
(Horzinek, 1990).
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[1.3.1 Histopathologie

De maniére générale, les lésions microscopiques des |ésions de bronchiolite
proliférative et exsudative avec obstruction ala@el et infiltration Ilymphocytaire
péribronchiolaire. Mais elles varient beaucoup @mcfion du stade de la maladie et peuvent
étre masquées par une sur-infection bactérienne.

En région cranioventrale du parenchyme pulmonbgeelésions du VRSB se caractérisent par
une pneumonie broncho-interstitielle et une brooldkei sévére, avec hyperplasie épithéliale
et présence de neutrophiles, de macrophages etlides épithéliales dans la lumiere
bronchique (Castelmaret al, 1985a). Le grand nombre de cellules syncytial@ssdes
mugueuses nasale et trachéale ainsi que dansitbéli@ms alvéolaire et bronchiolaire est
caractéristique et donne son nom au virus ; (Kimreaal, 1989a; Collins, 1988a; Thomas,
1981). La dégénérescence, la nécrose et I'hypéepthes I'épithélium alvéolaire et du tissu
lymphoide sont trés courantes. La paroi muqueusebdenchioles est souvent infiltrée par
des lymphocytes et des cellules plasmatiques. Aeani de la paroi alvéolocapillaire, la
lumiere est soulignée par des membranes hyalinesaahiliques et des infiltrations
cellulaires inter alvéolaires (bronchiolite nécnugaoblitérante). Des syncytia contenant des
inclusions éosinophiliques peuvent étre présents dis alvéoles, principalement chez les
veaux (Horzinelet al, 1990).

Bronchiolite, syncytia et antigénes viraux sontapmment absents des zones caudo-
dorsales, les lésions qui y sont présentes sofiitm@lyéolaires et emphysémateuses (Baker
al.,, 1997a). L’'emphyséme pulmonaire n'est pas un@mépathognomonique de linfection

par le VRSB, c’est juste une manifestation fréegedhrtelds Virology, 2006).

1.4 Diagnostic

Un diagnostic uniguement basé sur la symptomatelegt difficile, car les troubles
respiratoires sont généralement peu spécifiqueal Ge diagnostic de laboratoire peut

confirmer une suspicion d’infection par le VRSB gam élevage.
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Les résultats obtenus doivent étre interprétégrant compte de plusieurs parametres :

- I'age de I'animal : le pic d’incidence clinique sient sur des animaux de moins de 6
mois, et les anticorps sériques d’origine mateenahcore présents a cet age, peuvent
géner le diagnostic de certitude.

- Le site de prélevement et sa qualité : le VRSBrestfortement lié aux cellules donc
un prélevement contenant peu de cellules est p#disabte pour une analyse
virologique.

- Le conditionnement des prélevements: le VRSB ext tabile et fragile, une
conservation sous froid négatif est préférabletargérature ambiante.

- La sensibilité de la technique utilisée

- Le délai entre le début des signes cliniques oumiat et la réalisation des
préléevements, et le délai entre la réalisationmévements et la mise en route des
analyses : le virus est trés fragile dans le miéigtérieur et la réplication virale est de

courte durée dans le tractus respiratoire.

Les techniques les plus utilisées en médecine inétér sont la détection d’antigénes
viraux ou de I’ARN viral chez les animaux vivantsla détection par immunomarquage sur

coupe de poumons chez les animaux morts.

[1.4.1 Animal vivant

» Sérologie : recherche indirecte

Le diagnostic sérologique nécessite au moins deakeyements, afin de détecter une
séroconversion ou une augmentation significativetitte en anticorps dirigés contre le
VRSB. Le deuxieme prélevement doit étre effectuéeermne et trois semaines apres le début
des symptdmes (Elazhast, al, 1981; Westenbrinlet al, 1989). Différentes techniques sont
disponibles pour mettre en évidence ces antico@pgues, mais la plus utilisée reste la
technique ELISA. Vue la forte séroprévalence du BR8ez les bovins adultes, la fréquence
des veaux porteurs d’anticorps anti-VRS d’origilndostrale est tres élevée et géne donc le

diagnostic sérologique.
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De plus, I'immunité passive bloque partiellementtotalement la synthése d’'lgG mais
pas celle d’IgM suite a une infection (Collinst al, 1996). Donc, les tests ELISA ne
détectant que les IgG ont trés peu d’intéréts darmdiagnostic de certitude du VRSB, et
d’autre part, les IgM sont présentes de manierssiti@re et a des taux faibles (Kimmaat,
al., 1987; Kimmanet al, 1988).

» Virologie : recherche directe

Différentes techniques de prélevements sont uwiliggour détecter le VRSB:
I'écouvillonnage nasal (EN), l'aspiration transefngale (ATT) et le lavage broncho-
alvéolaire (LBA). Les prélevements issus du tracaspiratoire profond (LBA) semblent étre
les plus riches en virus, ce qui peut s’expliquar la richesse en cellules du LBA et par la
localisation pulmonaire du VRSB lors d’infectionsages (Jacobs, Edington, 1975; Larsen,
2000).

- Isolement viral : c’est la technique classique nelle trés peu utilisée en routine
compte tenu de la grande fragilité du virus etdiégultés de conditionnement et de

conservation jusqu’au laboratoire (Smdthal, 1974).

- Détection d’antigénes viraux : c'est la technigaeplus utilisée en phase aigué de
l'infection. La contamination des prélevements ges bactéries ou des champignons
n’interfére pas avec cette méthode.

v' Par la technique dimmunofluorescence, la détectianvirus a pu étre
effectuée jusqu’a 14 jours post-inoculation sur dekules nasales et 18
jours post-inoculation sur des cellules de lavagentho-alvéolaire
(Collins, 2001).

v' Des techniques dimmunochromatograhie ont été dépéles pour
disposer de tests de terrain pour le VRSH, avebaimes spécificité et
sensibilité. Certains de ces tests sont utiliségr pe VRSB. Il existe
maintenant un test vétérinaire spécifique (tese8@eReSpi VB, Bio Vet
Test). L'intérét de ce test de terrain est qu'tlréalisable par le vétérinaire

praticien de maniére immédiate avec |'obtentionidap20-30 minutes)
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d’un résultat. Ce test rapide et fiable permet’d#ranchir des analyses de
laboratoire longues et colteuses. Toutefois salskgset sa spécificité est
moins bonne, par rapport aux tests ELISA de labomat La conservation
des prélevements a +4 °C pendant 12 heures nd paula sensibilité du
test (West, 1998).

- Détection de I'ARN viral: la technique de tranption réverse suivie
d’amplification génique est intéressante notammens d’amplification d’un
segment de gene peu variable comme celui de l&opdtéine (Larsergt al.,
1999). La conservation des prélévements (sécrétiapales) a + 4°C pendant 12
heures ne réduit pas la sensibilité de la RT-PCRsfyV1998). Selon une étude
récente, le VRSB a pu étre détecte a partir du L8& veaux inoculés
expérimentalement jusqu’a 17 jours post-infectian BRT-PCR sur le gene de la
nucléoprotéine, contre 9 jours par les techniquésoldment viral et
d'immunofluorescence indirecte (Valarcher, 1999.RT-qPCR ou RT-PCR en
temps réel permet d’augmenter la spécificité etelasibilité par rapport a la RT-
PCR, et pourrait ainsi étre utilisée pour la débectle virus a partir d’'un pool de
prélevement, ainsi que pour quantifier la chargaleidétectée. Lors d’infection
expérimentale, la détection du VRSB par RT-gPCRpessible de 3 a 17 jours a
partir des bronches et de 2 a 13 jours a partecadieillons nasaux (Meyaest al,
2011).

[1.6.2. Animal mort

A l'autopsie, la mise en évidence des antigénesuxipeut se faire par des techniques
de RT-PCR (fragment de parenchyme pulmonaire tnaisongelé) ou d’immunofluorescence
(IF) sur des coupes de poumon frais ou congelés teehniques immunoenzymatiques

peuvent étre utilisées sur le mucopus présentldarsonches (test Speed ReSpiVB®).

L’examen histologique permet de visualiser desoléside bronchiolite interstitielle
d’'origine virale. En raison de la grande labilité dirus, les techniques utilisées sur les
animaux morts sont la mise en évidence d'antiggrees immunochromatographie (test
Speed® ReSpi VB, Bio Vet Test) sur mucopus ou pHgRCR. Les préléevements doivent
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étre effectués de préférence dans les lobes cvamimaux des poumons car les régions les
plus caudales sont pauvres en antigénes viraux rfliimet al, 1989a). La réussite du
diagnostic est surtout conditionnée par la fraicldeuprélevement.

1.5 Prévention médicale

Les objectifs de la vaccination contre les virosespiratoires sont: la protection
clinigue des animaux vaccinés pour limiter les ggxthez les jeunes bovins, et la protection
virologique permettant de limiter la circulation dinus dans et entre élevages. Dans le cas du
VRSB, il s'agit de stimuler une réponse immunitaficace pendant la période critique, en
fonction de I'adge de I'animal (entre 1 et 6 moisde la saisonnalité des infections (période
automno-hivernale)

Si elle est le plus souvent essentielle dans ta tdntre les infections respiratoires, la
prévention médicale doit étre envisagée en assmtialvec des mesures visant a réduire

I'effet des facteurs favorisants sur la réceptit la sensibilité des bovins.

[1.5.1 Problématique de la vaccination contre leSBR

La problématique de la vaccination contre le VR8Bose sur différents criteres :

> l'absence potentielle d'innocuité de certains viaschotamment les vaccins inactives.
En effet, dans les années 1960, des accidentssaorgnus chez de jeunes enfants
suite a la vaccination avec un vaccin anti-VRSHiivé au formol. Ce vaccin ne s’est
pas révélé protecteur, et a été a l'origine dehtesicliniques graves, chez les enfants
vaccinés, lors d’'une infection naturelle ultérie@penshawet al, 2005). Cette
découverte d’'une immunopathologie sévere induite ya vaccin explique qu'il
n'existe actuellement pas de vaccins commerciauxtreole VRSH. Différentes
hypothéses ont été émises, notamment I'hypersétesilde type Ill, ainsi que
'orientation de la réponse immunitaire cellulaotes lymphocytes CD4+ vers une
voie de type Th2. Sur le terrain, en 1999, I'agation de mise sur le marché d’'un
vaccin inactivé par I§ propiolactone et adjuvé a I'hydroxyde d’aluminifkacores

NPy a été retirée en raison d'un nombre élevé de atiigs attribuées au VRSB et
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survenues sur bovins vaccinés (environ 1/1000yallpas été possible de savoir si ces
accidents étaient dus a un défaut d’efficacité @ondcuité du vaccin incriminé. |l
semble que dans un cas au moins, un taux de n@ibédvé (30%) chez des broutards
blanc-bleu belges préalablement vaccinés avec t®réd® a pu étre associée a un
défaut d’innocuité du vaccin (Schreibet al., 2000). Les vaccins vivants modifiés
sont souvent considérés comme peu susceptiblesluitén une exacerbation des
troubles cliniques car ils induisent une réponsmimitaire semblable a celle observée
dans les conditions naturelles. Une forme clinigugve de VRSB a cependant été
décrite suite & la vaccination par un vaccin viviispoval R8P) (Kimmanet al.,

1989c). La responsabilité du vaccin n’a cependastgié démontrée.

la nécessité de vacciner a un age ou le systemenitaire des veaux est immature :
un vaccin efficace doit étre capable d’induire yretection efficace pendant les
premiers mois de vie puisque c’est a ce moment#a gjexprime le pic d’incidence

du VRSB. Le probleme est donc de vacciner des animammatures

immunologiquement, et possédant des anticorps nesesusceptibles de limiter la
réponse vaccinale. Ce probleme peut étre contqaan& vaccination intra-nasale, en
effet I'inhibition de la réponse vaccinale se fagsentiellement contre I'immunité
générale. Une autre possibilité serait peut-étrevaeciner les méres pendant la
gestation puisque les anticorps maternels seml@@st protecteurs pour le veau,

pourvu gqu’ils soient présents en grande quantité.

la variabilité des souches virales par rapport différents vaccins. Le VRSB est,
comme la plupart des virus a ARN, génétiguemeniakbe, possédant un fort
potentiel de variation et d’adaptation. Ce poténfurrait avoir des conséquences
sur la capacité d’échappement du virus a la réponsainitaire. Bien que les études
sur la variabilité du VRSB aient montré I'existers® 4 groupes antigéniques et six
groupes génétiques (Valarchetr al, 2000), il n’existe actuellement aucune donnée
montrant que les souches virales qui circulentwadjbui sont capables d’échapper a
la réponse immunitaire induite par les vaccins cemumux. Les vaccins actuels
utilisent des virus entiers contenant I'ensemble dpitopes viraux des protéines
immunogénes, I'apparition brutale de souches @siss est donc peu probable, mais

probleme se pose pour le développement de vacowms-uwités. Par ailleurs les
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données actuelles suggérent que la vaccinatiorrgibggélectionner progressivement
au cours du temps des souches mutées dans les imomesmodominantes, ou la
pression de sélection est forte (Valarosteal, 2000).

[1.5.2 Les vaccins contre le VRSB

A l'inverse du VRSH, de nombreux vaccins contr& RSB sont disponibles. Depuis
2000, un vaccin inactivé et de nouveaux vaccirénatts ont été mis sur le marché en Europe
et sont distribués a raison de plusieurs milliorss dbse sans que les systémes de
pharmacovigilance ou les données du terrain n'@eregistré de cas graves d’accidents liés a
un défaut d’'innocuité de ces vaccins. Cela suggaeeces vaccins inactivés et atténués sont

srs quand ils sont administrés correctement daoadre de 'AMM.

Ces vaccins protegent cliniguement les animawesghettent de limiter la circulation
du virus. Les deux types de vaccins nécessitant ohgections intramusculaires a 3 semaines
d’intervalle afin d’optimiser la réponse immune,isnéimmunité est de courte durée, environ
4-5 mois. Cing formulations commerciales sont pe&es en France : quatre utilisent la voie
parentérale, et un vaccin utilise la voie intrateslaes vaccins atténués utilisent des souches
isolées en 1969 ou dans les années 1970 et lenvexaaitivé une souche virale isolée en
1990.
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Vaccin Type Souche Valences
associées
Nature Date Type
isolement| génétique
RISPOVAL RS® Vivant | RB94 1969 2 Aucune
(Pfizer) modifié
RISPOVAL RS- Vivant RB94 1969 2 BVDV
BVD® (Pfizer) modifié
RISPOVAL 3® Vivant 375 3 BVDV
(Pfizer) modifié
bPI3
RISPOVAL Vivant 375 13 bPI3
INTRANASAL RS- modifié
PI3® (Pfizer)
BOVILIS Inerte EV908 1990 Non Manheimia
BOVIGRIP © déterminé haemolytica
(Intervet)
bPI3

Tableau 3 : Liste des vaccins VRSB commercialiségance

Les vaccins inactivés utilisés chez les bovins @aibwui, emploient des adjuvants
(saponine Quillaja) qui orientent la réponse imriré vers un type Thl (Meyast al,
2008). Pour certains vaccins inactivés, la répomseorale parait satisfaisante selon le
rapport anticorps neutralisants sur anticorps totaffectué grace a une technique
immunoenzymatique, méme s'il reste inférieur a icehtenu avec les vaccins vivants (Ellis,
et al, 1995; Ellis,et al, 1992; Thomasgt al, 1984).

La réponse immunitaire a médiation cellulaire nté évaluée que par des tests de
prolifération lymphoblastique. La comparaison decuas inactivés commercialisés ou non et
de vaccins vivants modifiés mono ou polyvalents m@mtialisés montre gu’une réponse
cellulaire est induite dans tous les cas (Edtsal, 1995; Ellis,et al, 1992).
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11.5.3 La recherche et les futurs vaccins

Deux types de vaccins sont a I'étude, les vacsmss-unitaires, et les vaccins

atténués construits par la technique dite de gguetinverse.

Les vaccins sous-unités : ils sont en cours deldgpement en santé humaine, et
a l'état de projet en médecine vétérinaire. Deupra@ghes sont envisagées. La
premiéere utilise la protéine F, épitope majeur ptaurproduction d’anticorps
neutralisants. Une combinaison des voies dadmatish parentérale et
intranasale semble nécessaire pour obtenir unépanse protectrice satisfaisante
(Meyer et al, 2008). La seconde approche est basée sur I'dltdmord'une
protéine recombinante comprenant I'épitope majeudad région centrale de la
protéine G. L'efficacité des candidats vaccins sanitaires contre le VRSH a été
testée avec plus ou moins de succés soit en moalédgur, soit sur adultes et
enfants agés de plus de 12 mois. La principale|@mudtique est leur innocuité
potentielle chez le nourrisson et le jeune. L'avese tels vaccins passe par
l'utilisation d’adjuvants qui orientent la réponsemunitaire vers une voie

protectrice de type Thl.

Les vaccins obtenus par génétique inverse : enereled, l'utilisation de la
génétique inverse a permis d’identifier certaiastdéurs de pathogénicité virale du
VRSH et les cibles des nouveaux vaccins. Les s@ustaecinales les plus
prometteuses pour l'obtention d'un vaccin contreVIBSH ont en effet été
obtenues par introduction dans le génome viral detations spécifiques
d’atténuation ou de délétion de genes pathogenesessentiels (Collingt al,
1999). Pour exemple, le candidat vaccin le plusiilpour le VRSH est un virus
VRSH délété du gene SH et muté en position nudipte 208, 404 et 1030
(génes NS1 et NS2) du génome viral. En regle géméles candidats vaccins
ADN pour le VRSB donnent de bons résultats en neodélris, mais I'efficacité
est plus réduite chez I'héte naturel (Tayddl, 2005).
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[ll. PATHOGENIE DE L’'INFECTION AU VRSB

[11.1 Les modeles expérimentaux

[1.1.1. Intéréts

L’étude des infections par les VRS a nécessitécdkser de nombreuses expériences
chez I'animal.

Les premiers modeéles expérimentaux ont été élalpanéiscomprendre la pathogénie
de I'infection virale a VRSH, mais aussi et surtdes mécanismes liés a I'immunopathologie
induite par certains vaccins. Ainsi, les premierkeg&s de vaccination chez ’lhomme (vaccin
« lot 100 »), ont été a l'origine du développemdatmodeles expérimentaux d’infection a
VRSH sur des rats des cotonniers (Priatal, 1978) et des souris (Prine¢ al, 1979). Ces
modeles se sont révélés étre des outils indisplssgiiermettant d’aborder les mécanismes

immunopathologiques provoqués par les VRS.

En vaccinologie humaine, les modeéles de laboratewat aussi un lien indispensable
entre les études sur cultures cellulaires et Ieaigsle phase I. De plus, ils contribuent de
facon essentielle aux tests précliniques d’innécudians le cadre de nouvelles approches
vaccinales. Ces modeéles doivent alors répondrééetits critéres afin d’étre pertinents. lls
doivent reproduire les symptbmes respiratoires a&t physiopathologie, les Iésions
pulmonaires, mais aussi permettre au virus de dépfer au niveau des organes cibles et
induire une réaction immunitaire de I'h6te simiéa& celle survenant lors d’infection naturelle
(Reinoutet al, 2011).

Pour le VRSB, la possibilité de pratiquer des ititets expérimentales chez I'héte
naturel, le veau, est un atout majeur, bien queuedeur et le colt des manipulations freine
I'utilisation de ce modeéle. Par ailleurs, I'infemti du veau par le VRSB est un modéle de
pathologie comparée du VRSH chez I'homme.
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[11.1.2 Les différentes especes modeles d’étudéRisH

Le choix des especes utilisées dans les protocdlespérimentation dépend
directement des objectifs poursuivis et du VRS iétudin ce qui concerne le VRSH, il est en
effet impossible qu’un seul modéle animal reprogltiigis les aspects de la maladie humaine.
La difficulté d’entretien des animaux et le codtlder entretien sont également des facteurs

influencant le choix de I'espece dans les protacole

* Le modele souris

L’entretien des petits rongeurs et carnivores (spuison, furet et rat des cotonniers) est
plus aisé et moins colteux. Ces animaux ont servhddéles pour l'infection par le VRSH.
A ce jour, il n’existe en effet aucune donnée comaet la capacité du VRSB a se multiplier
chez les rongeurs. Le rat des cotonniers et legsssont les plus utilisés bien qu’ils ne soient
pas des espéces cibles, ce qui limite I'interpi@ades résultats de ces modeles.

La souris est I'animal de laboratoire modéle. [pemet une investigation poussée de
la réponse immunitaire, car de nombreux outils slispponibles. Ainsi, ce modeéle a été tres
utilisé pour comprendre les mécanismes immunopadgfiqplies induits par certains vaccins.
Toutefois les souris ne sont pas sensibles clinmgume au VRSH et la multiplication du virus
est restreinte chez cet animal. Par ailleurs, agetnent au rat des cottoniers, I'infection par
le VRSH n’induit pas de Iésions macroscopiquesietorcopiques dans cette espéce.

La souris est aussi un modele d’infection comparéravers l'infection par le

pneumovirus murin (PVM) (Reinoet al, 2011).

* Les chimpanzés et macaques

Les chimpanzés sont les seuls animaux capablespdeduire la pathologie observée par
le VRSH chez I'enfant. Toutefois leur disponibilitést étroitement réglementée. Les
macaques représentent un modele expérimental paincvoué a I'étude du VRSH,
notamment en immunologie. lls sont réceptifs adation virale et font des signes cliniques
minimes a modérés. Toutefois, la réglementatiole®tcodts limitent leur utilisation a des

phases terminales de conception vaccinale.
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e Lesovins

lls ont été utilisés lors d’infections expérimepthvec le VRSO (Bryscet al, 1988), le
VRSH (Lapinet al, 1993) et le VRSB (Lehmkuldt al, 1979 ; Trigoet al, 1984 ; Sharmet
al, 1990). Les ovins sont des animaux d’entretiers ghcile que les bovins et de codlt
inférieur. Ainsi les protocoles réalisés peuventpter un nombre plus important d’'individus
pouvant aller jusqu’a 40 animaux (Trigbal, 1984). Cela permet de réaliser des euthanasies
séquentielles utiles en histopathologie notammiiige des ovins utilisés est compris en
général entre 1 semaine (Lehmkehlal, 1979) et 2 ans (Brysoet al, 1988). Leur grande
taille facilite I'étude de la fonction pulmonairet, le développement du poumon est similaire a
celui de ’'homme mais les outils moléculaires digptes sont limités (Reinowt al, 2011).
Toutefois, dans le modéle ovin, les troubles l&sébs et cliniques sont toujours minimes avec
le VRSB et quasi inexistants avec le VRSH.

e Les bovins

Les bovins sont un modéle d’étude comparée du VE&ihout, 2011) dans la mesure ou
la pathologie et la pathogénie des infections smimtilaires pour ces deux virus. La
réplication du VRSB chez les bovins est plus affecet les signes cliniques respiratoires plus
importants, en comparaison avec l'infection paVvRSH des especes hétérologues que sont
la souris et le chimpanzé.

L'utilisation de bovins nécessite des colts retament élevés et l'utilisation de
structures adaptées.

[11.1.2 Les protocoles expérimentaux d'infectiors deaux par le
VRSB

Le bovin, héte naturel, est logiquement I'espedeilpgiée pour I'étude du VRSB et
surtout le veau car c’est le principal groupe d’atfeint par le VRSB. Il en ressort que les
données sur le VRSB ont principalement été obteapess infections expérimentales chez
I’héte naturel. Nous limiterons donc notre études deodéles expérimentaux a l'espéece
bovine, espéce cible du VRSB et modéle de notrigepaxpérimentale.
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Différents facteurs influent sur le succes d’urfection expérimentale a VRSB :

¢ Animaux

Le choix des animaux est directement influencé Ipar objectifs poursuivis par les
expériences. Ainsi, I'importance de I'age, du dtatomunitaire et du statut infectieux de
I'animal sont des facteurs essentiels.

Les protocoles d’infection expérimentale utiliseles veaux de 3 jours a 7 mois avec le
plus souvent des inoculations entre 4 et 10 semmali@ge (Brysoret al, 1983 ; McNultyet
al.,1983). Dans les conditions naturelles, une gratigersité des signes cliniques a été
rapportée en fonction de I'age des veaux. Lesciities expérimentales ont montré une
expression clinique maximale pour des veaux dé Joars (Bryson, 1983). Cependant, dans
les conditions naturelles, les veaux de cet agerspement atteints. Malgré I'importance de
ce critere, aucun protocole expérimental n’a pedsisomparer directement la pathogénie du
VRSB suite a une infection expérimentale en fomctle 'age des veaux.

Dans la majorité des expériences, les veaux sentglde fagcon conventionnelle. Une
recherche d’agents pathogénes respiratoires ma{Bity-1, PI-3, BVDV, mycoplasmes,
Mannheimia haemolyticaPasteurella multocidaest ainsi réalisée avant toute inoculation
expérimentale pour garantir un statut sanitaireimmim des animaux. Pour le besoin de
certaines expériences, des veaux exempts d’orgasipathogénes spécifiqgues sont rarement
utilisés. Ces veaux sont obtenus par séparatiorédrate de leur mére et du reste du troupeau
dont ils proviennent des la naissance puis sometemus en unités confinées, voire sous
bulle. L'utilisation de tels animaux dans des locde niveau de biosécurité de type Il permet
d’éviter tout risque de contamination entre lesmamix constituant les lots. Elle permet
également d'éviter que des maladies intercurremtesviennent perturber I'étude de
I'expression du VRSB sur les plans pathogéniquigsigaes et immunologiques et donc de
modifier les résultats expérimentaux attendus.stl @& noter que cette situation s’éloigne
guelque peu de ce qui est observé sur le terraideanombreuses co-infections existent entre

le VRSB et d’autres pathogenes.
Le statut sérologique des veaux vis-a-vis du VRSBue point essentiel a maitriser.

Les résultats expérimentaux sur le plan immunolagjispnt en effet directement liés au statut

immunitaire de I'animal au moment de l'inoculatidén raison de la forte prévalence du
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VRSB, il est fort probable que les veaux utilisés soient pas séronégatifs s’ils ont
consommés du colostrum. Les anticorps colostrauxwey@ limiter l'intensité des signes
cliniques et contrecarrer la réponse humorale tedielknapet al, 1995). La maitrise de ce
statut parait évidente lors d’expériences a vis&esinales chez de jeunes veaux. Aucune
expérience ne permet de conclure a I’heure actgalides interactions entre la pathologie du
VRSB (symptémes et Iésions) et la qualité et langjteaen anticorps anti-VRSB du colostrum
pris par le veau. Ainsi, les expériences utiliseotivent des veaux qui ne sont pas sous
couvert colostral afin de mieux maitriser I'inte¥ation des résultats. Cela constitue une
limite des modeéles expérimentaux puisque, danscéeslitions naturelles, la plupart des
veaux posseédent des anticorps colostraux de fadp@ngement variable en titre comme en
persistance.

Pour obtenir des veaux séronégatifs, plusieurtégiiess sont possibles :

- Une premiére solution consiste a priver les veauxalostrum. Cependant, cela implique
une surveillance et une protection tres strictesvd@ux dans des locaux spécifiques afin
d’éviter que ces animaux particulierement sensildas infections ne déclarent des
maladies perturbant I'expérience.

- Une autre solution consiste a séparer les veauguianére a la mise bas puis de ne les
alimenter qu’avec du colostrum ne contenant auctic@ps dirigés contre le VRSB. Ce
type de colostrum est difficile a obtenir étant @ma forte prévalence du VRSB.

- Laderniére solution consiste a attendre la dispardes anticorps maternels pendant une
période de 3 mois en moyenne mais pouvant allek de/ mois (Baker et al., 1986) au
cours de laquelle les veaux devront étre protégssinfections naturelles pour éviter

gu’ils ne produisent eux-mémes cette fois des arggccontre le VRSB.

» Origine et choix des souches expérimentales

Les souches expérimentales sont des souches lesplyent isolées sur des animaux
présentant des signes cliniques lors d’infectiotunedle. Outre leur origine, les différences
entre les inoculums résident dans la conservatiotechnique d’amplification des souches
virales (notamment le nombre de passages en csltettilaires), le titre viral et le controle
des autres virus respiratoires pathogéenes pouvamtpéésents. En cela, les expériences
divergent beaucoup et ont abouti & des résultatsragictoires, allant d’'une incapacité a
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produire des signes cliniques a la reproductionsdie rares cas, du syndrome de détresse
respiratoire aigué.

Il n'existe actuellement pas de publications coraptarle pouvoir pathogene des
différentes souches de VRSB. Les titres viraux (@x@s en UFP/ml ou en TCH/ml) et les
volumes utilisés pour linoculation peuvent étr@strdifférents selon les protocoles et
notamment les voies d’inoculation . Ces titreswiraarient de 194 16"* UFP/ml et de 1D a
10"® TCIDso /ml (Thomaset al, 1984 ; Elliset al, 2001 ; Kimmaret al, 1987 ; Jacobs et
Edington, 1975). Le contréle de la présence desviegpiratoires majeurs dans l'inoculum est
essentiel.

Les souches virales inoculées subissent des passageultures cellulaires dans le but
d’augmenter les stocks viraux. Le nombre de cesgues peut étre trés différent d'un
protocole a un autre, de 3 a 23 fois (Jacobs etdhai, 1975 ; Thomas, 1984). Des passages
sur veaux sont également parfois realisés avamuiaton, jusqu'a 4 fois (Van der Poel
al., 1996 ; Knottet al, 1998 ; Antoniset al, 2003). Une combinaison de 3 a 4 passages sur
cultures cellulaires et de 3 a 4 passages sur vestuggalement possible, indifféremment de
I'ordre (Ellis et al, 2001 ; Tjornehogt al, 2002) . Il a été suggéré que le nombre de passage
en cultures cellulaires atténue assez rapidemeraueoir pathogéne du VRSB. Les meilleurs
résultats ont en effet été obtenus soit avec aleshes a haut titre de virus et a faible nombre
de passages en culture cellulaires, soit avec deshes « re-adaptées » par passages sur
veaux avant utilisation. .Le critére « préparatdm la souche » semble donc étre essentiel

pour pouvoir reproduire expérimentalement la maladi

* Inoculation

Différentes voies d'inoculation sont utilisées desmodeéles expérimentaux.
La procédure la plus couramment utilisée est l'idaiton par voie intra-nasale par dispersion
en micro goutelettes (Thomas al, 1981 ; Van der Poadt al, 1996 ; Knottet al, 1998).
Celle-ci peut d'ailleurs étre répétée plusieurs Boquelques jours d’intervalles (Brysetral,
1983 ; McNulty et al, 83; Kimmanet al, 1989). Elle doit étre réalisée de facon
atraumatique avec une contention efficace, afivitdé de blesser I'animal et de provoquer
une perte dinoculum par éternuement ou par simplage. L'utilisation stricte de
I'inoculation par voie nasale permet I'apparitiom signes cliniques de I'appareil respiratoire
haut sans atteinte majeure de I'appareil respratms.
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La voie d’inoculation intra trachéale exclusive emtement utilisée (Kimmaet al,
1989), elle est plus souvent combinée avec uneulation par voie nasale (Mohangy al,
1976 ; Belknapet al, 1991). En effet, dans les conditions naturellespremier lieu de
réplication virale est la muqueuse nasale, siegd’idéuction primaire de la réaction
immunitaire. La voie intra trachéale permet d’é@vies voies respiratoires supérieures et donc
de limiter les pertes virales dues aux défensed'hdde et a la possibilité de rejet de
I'inoculum. Cependant, elle s’éloigne des condsio@turelles de transmission du pathogéne.

Une derniére voie utilisée plus récemment est laulgation de I'inoculum soit de
maniéere individuelle a I'aide d’'un masque a nélais soit par nébulisation collective. Dans
ce dernier cas, les animaux sont placés dans umelck ventilée en présence de deux
nébuliseurs pendant 30 minutes. Cela permet dedape plus fidélement ce qui se passe en
cas dinfection naturelle (Ellieet al, 2001). Le temps et le volume de nébulisation

déterminent I'efficacité de la technique.

 Parameétres de suivi

Selon les objectifs poursuivis dans ces expérieriesssuivis expérimentaux sont tres

différents.

- Evaluation clinique et Iésionnelle

Les expériences ayant pour but d’étudier les caratgues cliniques et Iésionnelles
se basent sur un suivi clinique des animaux bidieotile plus souvent. Afin de valider le
suivi clinique et la pertinence des observatiorsixeci se doivent d’étre réalisés par une
méme personne présentant les compétences regMialeseé I'importance de ce point, il est
rarement précisé dans les publications.

L’examen clinique présente des éléments objectifsles €léments d’appréciation
subjectifs. Les éléments objectifs sont : la terapée, la fréequence respiratoire, la fréquence
cardiaque. D’autres éléments sont laissés a I'afgirén du clinicien et sont donc soumis a sa
subjectivité : l'intensité de la dyspnée, le comeorent (abattement, etc...), I'appétit,
l'intensité des bruits respiratoires et leur mawifion, la présence et l'intensité de la toux, de
la conjonctivite, du jetage oculaire ou du jetagsal. Les principaux parametres étudiés sont
la fréquence respiratoire et la température rectale
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Avant la fin des années 70, les modéles expérimgnta parvenaient qu’a reproduire
des signes cliniques d’'une intensité trés modéofe,des observations dans les conditions
naturelles. Ainsi, afin de permettre une étude pitécise et rigoureuse de la clinique, des
« scores cliniques » ont été établis afin de passéad élément objectif et quantitatif de
comparaison (Thomaet al, 1977 ; Stotet al, 1978) . Ces scores correspondent a la somme
des notes attribuées pour différents signes clesgeux-mémes notés différemment selon
leur intensité ou leur gravité que ce soit de fagbjective quantitative (fréquences cardiaque
et respiratoire, température....) ou subjective tatahe (abattement, dyspnée....). De plus,
des coefficients peuvent venir se rajouter pourdgogr les notes respectives des différentes
observations de I'examen clinique. Parfois, desndea hématologiques ou biochimiques
(ex: gaz du sang) peuvent venir compléter les éesnrétablissant les scores cliniques
(Elazharyet al, 1981 ; Elliset al, 2001) . Une échelle de scores cliniques de @ar pas de
1 a également été utilisée, chaque note correspbridaine description succincte tenant
compte de I'état général et I'atteinte respirataoieel’animal (Elliset al.,2001). L'absence de
suivi clinique «type » ou de modéle de « scoraiglie » identiques entre les expériences
limite souvent leur comparaison.

L’évaluation Iésionnelle est réalisée macroscopitggm® et microscopiqguement en fin
d’étude. La description se limite alors le plus\\ant a I'évaluation du pourcentage de
parenchyme présentant une coloration rouge fonc#ejnduration plus ou moins marquée et
un affaissement (Thomast al, 1984 ; Elliset al, 2001) . Rarement, un score Iésionnel
succinct peut étre présenté pour permettre une a@igon raisonnée entre les lots. L'échelle
la plus communément utilisée est alors une éclelleotes de 0 a 5 par pas de 1, fonction du
pourcentage de parenchyme modifié (Tjornehoj, 2003jteinte lésionnelle peut étre étudiee
en paralléle avec des signes cliniques comme ksjore artérielle en dioxygene (Elis al,
1998).

Les études au cours desquelles une euthanasiensétjaea été réalisée montrent que
les lésions les plus marquées apparaissent avént(Bry/son et al 1983) et qu'elles
disparaissent apres J17 (Castelregal, 1985).
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- Sérologie

Avant l'inoculation, le statut immunitaire des aminx est évalué grace a des
sérologies sanguines. Selon le statut sérologipse wiaux en début d’expérience, une
interaction est possible avec les anticorps mal®rhe plupart des études se limitent a une
étude de la réponse humorale. La fréquence desspilis sang pour le suivi sérologique est
tres différente selon les modeéles expérimentaus.drisses de sang peuvent étre quotidiennes
ou réalisées a des dates clés a raison d'uneasére inoculation puis a intervalles réguliers
pour des expériences longues (E#isal, 2001 ; Tjornehogt al, 2003). L'importance du
suivi immunologique dans le protocole de départifjasla réalisation de ces prélévements.
La recherche se concentre sur les anticorps an8B/pPar des dosages des IgG ou des IgM.
L’'INFy, libéré lors de la réponse immunitaire cellulagst parfois recherchée (Elk al,
2001).

- Virologie

Il n'existe pas de phase virémique dans la malaeli¢gRSB étant restreint a I'appareil
respiratoire. La détection du VRSB est réaliséairpd’écouvillons nasaux ou de lavages
broncho-alvéolaires. Un suivi de I'excrétion virast réalisé de facon qualitative ou bien de
facon quantitative. Les écouvillons nasaux permetien suivi quotidien de facon non
invasive et n’influencent donc pas I'expressiomiglie. Malgré tout, ils se limitent a I'étude
de l'atteinte des voies respiratoires hautes etgmt&nt une sensibilité limitée. Les aspirations
trans-trachéales (ATT) ainsi que les lavages brorathéolaires (LBA) sont réalisés afin de
mettre en évidence la présence du virus dans les wespiratoires basses, mais ils présentent
'inconvénient d’étre invasifs et ainsi de risqakermoduler I'expression clinique.

L’analyse des écouvillons nasaux aprés expressah gire différée par conservation
dans différents milieux comme du trizol afin delisE ultérieurement des tests de type RT-
PCR. Des tests rapides d'immunocapture d’antiggreesent étre réalisés immeédiatement
aprés écouvillonnage pour évaluer qualitativementptésence de VRSB par détection
d’antigene.

L'immunofluorescence peut également étre utilisear pa détection d’antigénes mais
elle est plus complexe et moins rapide a mettreeemre. De plus, elle est moins sensible et

spécifiqgue que 'immunocapture d’antigénes.
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La réalisation de RT-PCR qualitative ou bien quatitie permet un suivi virologique
de linfection expérimentale. Ainsi, le virus pektte détecté jusqu'a 17 jours post-infection
dans le poumon (Valarcher, 1999). Cependant, lpgptudes veaux apparaissent négatifs a 12
jours post-infection. Des analyses pulmonaires -pustem sont parfois réalisées. Ces
analyses peuvent étre écartées de plusieurs senpEneapport a I'inoculation et du début de
'apparition des signes cliniques, ce qui limitentérprétation en cas de réversibilité des
Iésions. A partir des prélevements virologiquedisés, des analyses du génome viral par

séquencage sont parfois réalisées.

» Apports a I'étude du virus respiratoire syncytialim

De nombreuses connaissances sur le tropisme aaly@astelmanret al 1985a ;
MacNulty et al, 1983) et la réaction immunitaire vis-a-vis du \B@nt été permises grace au
développement des modeles expérimentaux. L’'apparies anticorps (Elazhaey al, 1981)
et la cinétique des différents isotypes (Kimneaial, 1987) ainsi que le pouvoir protecteur des
anticorps colostraux (Kimmaet al, 1987 ; Belknapet al, 1991) ont été étudiés. Quelques
études expérimentales ont également permis l'étele caractéristigues de I'immunité
cellulaire (Tayloret al, 1995 ; Thomast al, 1996).

Sur les plans cliniques et lésionnels et malgréambreux modeles expérimentaux
proposés, les résultats se sont souvent avéréssfagants (Jacobs et Edington, 1975 ;
Brysonet al, 1983; Thomagt al, 1984; Ottoet al, 1996; Van der Poedt al 1996 ; Elliset
al, 2001). Les signes cliniques ne sont souvent iqunsitoires, de faible intensité, limités aux
voies respiratoires supérieures et ne sont sowlEErves que sur une fraction des animaux
inoculés. Au niveau macroscopique, les |ésions smeiment observées et souvent de faible
intensité et d’extension modéré&ur le plan clinique, les meilleurs résultats dsta@bservés
avec des souches a faible nombre de passagestaresutellulaires (4-7), a un titre élevé
(>10° & 10 UFP/ml), avec une combinaison de voies d'inocutat{oie intranasale et
endotrachéale), pendant 3 a 4 jours consécutifslsgeunes veaux (<2 mois) séronégatifs.
Dans ces conditions, on observe aucune mortaliié a@és 3 a 5 jours d’incubation peut
apparaitre un syndrome fébrile, des troubles ra&pies associés a de la polypnée et de la
dyspnée, ainsi que des lésions macroscopiquesed&rn légere a modérée (15 a 20 % de la
surface pulmonaire) (Belknagt al, 1991 ; Ciszewsket al, 1991). Récemment, des modeles

expérimentaux d’infection utilisant des souchesles préalablement passées sur veaux et
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inoculées a I'aide de nébuliseur ont permis deagiire des signes cliniques proches de ceux
obtenus dans les conditions naturelles, obligeghenl’euthanasie prématurée de quelques
individus (Tjornehojet al 2003). Méme si il n'existe encore aucune explicat une
atténuation du pouvoir pathogéne du VRSB lors dsgge en cultures cellulaires semble étre
mise en cause comme c’est déja le cas a proposebavirus comme le virus de la fievre
aphteuse (FMDV) ou le virus de la diarrhée boviitale (BVDV). Une étude a comparé la
pathogénie d’'une souche passée sur veau ou suihla hombre de passages en cultures
cellulaires (Le Mercier, these, 2003). Il en ressor allongement de la période d’incubation
pour la souche passée sur cellules sans différengei$icatives pour les scores cliniques. Le
méme type d’expérimentation devrait étre réaliscayn nombre de passages plus important

en cultures cellulaires.

1.2 Pathogénie de I'infection par le virus respoire syncytial bovin

[11.2.1 Cinétique de I'infection

Chez le veau, il semblerait que l'incubation soit 4 a 5 jours apres l'infection
expérimentale par voie nasale (Thoneasal, 1984b ; Belknapet al, 1995). Le virus VRSB
peut étre isolé dans les sécrétions nasales emtrdd jours aprés l'infection (Elazhaey al,
1981) et dans les muqueuses trachéales et bromshignire 3 et 10 jours post-infection
(Jacobs et Edington, 1975 ; Castelnetral, 1985a). Ensuite, la quantité de virus vivant ou
d’antigéne détectables commencent a diminuer. @fréent, on ne retrouve plus de virus ni

d’antigene 15 jours apres l'infection (Gretlal, 2005a).

La contamination de I'animal s’effectue par lesegonhasales supérieures en conditions
naturelles. A partir de la muqueuse nasale, lesviel dissémine dans le reste de I'appareil
respiratoire par aspiration des mucosités et da®tsgns contenant des particules virales. La
protéine F est a l'origine de la fusion entre ledutes infectées et non infectées voisines
entrainant ainsi la formation de syncytia et petamttla colonisation du virus sans passage
par le milieu extra cellulaire. Ce mode de contatiom permet au virus d’échapper a la
réaction immunitaire humorale de I'héte (Collin®02). Il ne semble pas exister de phase de

virémie, le virus reste localisé dans le tractspimtoire.
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[11.2.2 Tropisme cellulaire

Le tropisme cellulaire du VRSB est limité aux ckdkide I'appareil respiratoire. Parmi
ces cellules, ce sont surtout les cellules dethé&lium qui sont touchées. Ainsi, on retrouve
du VRSB dans les cellules épithéliales nasaleshéaes, bronchiques ainsi que dans les
pneumocytes alvéolaires de type | et Il (Castelrebial, 1985 ; Mac Nultyet al, 1983 ;
Brysonet al 1991). Cependant des particules virales sontctiEs dans les macrophages
(Castelmaret al, 1985a ; Addair et Mac Nulty, 1992) et les éoshitgs (Olszewska-pazdrak
et al. 1998), mais la réplication virale semble limitéas ces cellules.

Le VRSB provoque une bronchiolite nécrosante obstrel évoluant progressivement
vers une forme restrictive. Les effets cytopathggdeects du virus se manifestent au niveau
de I'épithélium pulmonairgar de la mortalité cellulaire, contribuant a I'ohstion des voies
respiratoires, gpar la perte de fonctions spécialisées telles gumedtilité ciliaire (Openshaw et
Tregoning, 2005)Cependant, lorsque I'on infecte des cellules deithélium respiratoiren
vitro, peu d’effets cytopathiques sont observés, cesqggére que la réponse de I'héte est
primordiale dans le développement de la maladi¢afZher et Taylor, 2007).

[11.2.3 La réponse non spécifique de I'héte aftiction naturelle

La réponse innée locale joue un rdle majeur damathogénie de linfection virale.

Elle implique la réponse inflammatoire, les constmes de linfection sur la réponse
cellulaire antivirale et les interactions entre VBiScellules présentatrices des antigénes. La
réponse inflammatoire est confirmée par la présateemédiateurs inflammatoires non
spécifiques retrouveés dans le liquide de LBA, eatrges les thromboxanes, les cytokines et
les prostaglandines (Gerschwen al., 1989). Brievement (Figure 7), l'infection des oéds
épithéliales et des cellules dendritiques plasnuéidgs activent la sécrétion de la réponse en
interférons de type |, bien que le virus possedealgacité de limiter cette réponse via les
protéines NS1 et NS2. Les cellules dendritiqudesinacrophages alvéolaires présentent les

peptides viraux principalement dans un contextetyge CMH-II. Ces cellules sont par
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ailleurs activées par le virus via l'interactioneavles PAMPs, plus spécifiquement via
I'interaction de la glycoprotéine F avec le TLR4a ktascade d’activation, par le chemin
d’activation NF«kB, aboutit a la transcription et la traduction demibreuses cytokines et
chimiokines. Ces chimiokines sont aussi produitas Ips cellules épithéliales et ciliées
infectées. Des taux élevés d’ARNm pour les IL-1P;6) IL-8, IL-18, IFN-y, TNFu,
RANTES, MCP-1, MIP-#&, IFNa et IFN3 ont ainsi été détectés dans les lésions pulmanaire
de veaux infectés expérimentalement (Valarcher &agor, 2007). La nature du profil
cytokinique va avoir des conséquences directeslasurature de la réponse immunitaire
spécifique induite et le développement de la pathiel en dirigeant la réponse T auxiliaire
vers une voie Thl ou Th2 (Gershwin, 2010).

¢épithélium respiratoire
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Figure 7: Réponse innée a I'infection naturellegpfés Meyer, 2008
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[11.2.4 Laréponse immunitaire spécifique

* Laréponse immunitaire spécifique humorale

La plupart des connaissances lors d’infection mdieipar le VRSB concernent la réaction
humorale. Lors d’'une primo-infection, les anticogmst surtout dirigés contre les protéines N
et F. En revanche, lors de réinfection, la répansamnestique est surtout dirigée contre la
protéine F, alors que les taux des anticorps dirigéntre les autres protéines sont
extrémement faibles (Westenbrinkt al, 1989). L'immunogénicité des protéines non
structurales NS1 et NS2, malgré leur important@pction au cours du cycle viral, n'est pas

connue.

Chez le veau, les anticorps maternels sont d'ariginlostrale, ils disparaissent en
moyenne vers trois ou quatre mois, mais peuversigier jusqu’a sept mois (Bakeat al,
1986a). En conditions naturelles, la fréquenceaegrhvité de la maladie sont inversement
liées aux concentrations en anticorps sériquegalmsaints d’origine maternelle (Kimmaet
al., 1988). Le rble protecteur des anticorps materestisliscuté dans la mesure ou le virus est
capable d'infecter des individus sous couvert dariunité passive. Cependant, des études
ont montré que chez le veau, I'ingestion de colmstprovenant de méres séropositives pour
le VRSB et vaccinées contre le VRSB diminue la mféades signes cliniques suite a
'inoculation expérimentale (Belknagt al, 1991). Cependant la durée de la protection gar le
anticorps maternels reste inconnue, ainsi quérkedianticorps nécessaire a un effet clinique.
Par ailleurs, un titre élevé en anticorps neualis dirigés contre le VRSB dans le colostrum
ne protége pas le veau contre une éventuelle iafeet les anticorps sériques neutralisants
post-infection n'empéchent pas non plus une réirdie (Kimman,et al, 1988; Westenbrink,
et al., 1989). Le rble protecteur de ces anticorps semigh&rieur a I'étage pulmonaire qu’'a

I'étage nasal.

Lors d'infections expérimentales, les anticorpstradisants apparaissent dans le sérum
entre 3 et 9 jours apres I'inoculation avec unvairs 21 a 30 jours post-inoculation (Elazhary,
et al, 1981). Toutefois, l'infection par le VRSB étamnitée a I'épithélium de I'appareil
respiratoire, les anticorps sériques neutralisastgeuvent agir sur le VRSB au cours de

l'infection précoce. Les IgM sont les premiérestr@ &ynthétisées et elles sont détectées 6 a
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10 jours post-inoculation avec un pic vers 10 §olB8s et restent détectables jusqu’a presque
1 mois (Kimmangt al, 1987; Thomaset al, 1984); les IgG1 spécifiqgues sont détectées une
semaine apres les précédentes, forment un pi24eas38 jours et sont détectables jusqu’a 8
mois apres l'infection (Kimmanet al, 1988; Schrijver,et al, 1996a); enfin, les IgG2
n'apparaissent pas avant 1 a 3 mois post infecsiom, au taux le plus élevé vers 2 a 4 mois et
sont présentes au moins pendant 8 mois. Les Ig8uss peuvent étre détectées en méme
temps que les IgM mais peuvent aussi étre absé@iesnan, et al, 1987; Thomas, 1984).
Lors d’'une primo-infection naturelle, le taux ertiaorps anti-G spécifiques décroit plus vite
et a des niveaux plus faibles que celui en antgcargi-F spécifiques et lors de réinfections,
des anticorps dirigés contre la protéine G sontsatiétectés. Ainsi, cette détection des
anticorps anti-G permet de différencier une infattirécente d’'une infection ancienne
(Schrijver,et al.,1996a).

La protection par les anticorps varie en fonctienelr isotype et des cibles antigéniques.
Les anticorps neutralisants sont majoritairemerst Id&2, mais aussi des IgGlet IgM. Les
lgG1 et les IgM dirigées contre le VRSB activentclemplément en présence de cellules

infectées et provoquent la lyse cellulaire (Kimmeiral., 1989b).

La présence d’anticorps au niveau de la muqueusalemast essentielle pour limiter
l'infection des voies aériennes supérieures. Cpttdection repose sur la présence locale
d’IgA, d'IgM, et d'IgG (Meyeret al, 2008). Les anticorps locaux auraient un réle ovdjers
de réinfection. Les IgA sont peu neutralisantesitro mais leur réle supposé est de piéger le
VRSB dans les mucosités et de favoriser son élitimiman synergie avec les cellules Natural
Killer et les LTC.

e L'immunité a médiation cellulaire

La réponse de type T cytotoxique est essentielles dalimination virale. Elle est
principalement dirigée chez le veau contre la raprétéine N et, dans une moindre mesure
contre F. Une activité lymphocytaire T cytotoxiq@®8+ spécifique peut étre mise en
évidence dans le sang des animaux 7 a 10 jours agpe&tion expérimentale par le VRSB et
dans les poumons 10 jours apres inoculation (Gadeural, 1996; Thomaset al, 1996).
Lors d'une primo-infection chez le veau, le nomie CD8+ augmente au cours de
l'infection. Chez les animaux infectés expérimesriant, la diminution des cellules T CD8+
n'affecte ni la réponse en anticorps sériques he @n anticorps locaux dirigés contre le
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VRSB alors que la diminution des cellules CD4+ supe la réponse en anticorps (Taylet,
al., 1995; Thomasgt al, 1996).

La réponse T auxiliaire CD4+ est un mélange dengg® de type Thl et Th2, apres
infection naturelle par le VRSB. Dans une étudeligéa chez des veaux inoculés
expérimentalement avec du VRSB, les profils d'latédines obtenus a partir de cellules
mononucléées pulmonaires et sanguines prélevéeouis jpost-inoculation et sans
restimulation sont apparus variables entre indwidues cytokines détectées, a savoir I'INF
IL-2, IL-4 et IL-10 indiquent un mélange des répem3 hl et Th2. L'orientation de la réponse
immunitaire vers un profil Thl ou Th2 varie en foon des interactions précoces entre le
virus et les cellules hétes (réponse innée) massiades protéines virales. Lors d’une
infection primaire, la protéine F est plus efficapes la N et la G pour stimuler une réponse
de type T auxiliaire (CD4+) de type Thl, et consdgment une forte réponse en LT
cytotoxiques (CD8+). La glycoprotéine G induiraiteuréponse mixte Thl ou Th2 selon les
études (Alwan.et al, 1993; Srikiatkhachornet al, 1999). En outre, une augmentation
significative de la réponse cellulaire de type Soasee au type CD4+ et des concentrations
accrues en IL-2 et en INfont été observés sur des animaux préalablemeainéscavec des

vaccins a virus vivants recombinés ou inactivégt al, 1992).

[11.2.5 Immunopathogénie induite par la vaccination

A la suite du défaut majeur d’'innocuité d'un vaca/RSH inactivé au formol et
adjuvé a I'alun dans les années 1960, de nombréhsess ont été menées, principalement en
modeles souris et rats des cotonniers, pour exgliqes mécanismes de sensibilisation
vaccinale chez I'homme. Différentes hypothésesév@témises comme I'hypersensibilité de
type lll, et une orientation de la réponse immuretzellulaire auxiliaire des lymphocytes
CD4+ vers une voie de type Th2, la voie Thl étdntdp associé a la protection vaccinale
(Openshavet al, 2005).

Ce vaccin aurait suscité des réponses humoralegllefaires quantitativement et
gualitativement différentes de celles observées [iune infection naturelle, entrainant
notamment la synthése d’anticorps non fonction{Misrphy et al, 1986) mais qui auraient

un role facilitant (Kimmaret al, 1989a). Lors de l'infection naturelle par le HRSéffet
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cytopathique du virus entraine dans les lobes pudines antérieurs une lyse cellulaire et la
libération d’antigenes viraux. Ces derniers formaraalors des immuns complexes avec les
anticorps précipitants, strictement localisés aoxnpons, et provoqueraient une activation du
complément. Ceci favoriserait I'afflux de neutrdpki Les facteurs anaphylatoxines C3a et
Cbha diffuseraient dans I'ensemble du poumon, irahtida libération d’histamine et de
leucotrienes type LTC4 et LTD4 par les cellules toagaires. Ceci provoquerait une
bronchoconstriction, un cedeme et un emphyseme paines (Valarcher, 1999). Cette
hypothése n’a pas été confirmée chez 'homme i theovin. La fraction C3 a pu étre mise
en évidence dans le poumon de veaux morts lorgedtion naturelle par le VRSB mais les
immuns complexes n'ont jamais été détectés dasarng de ces animaux (Kimman al,
1989a). Une étude récente a cependant démontréldedimmuns complexes dans la
pathologie immuno-induite par le VRSH chez la so(iPolacket al, 2002).Dans ce cas,
l'activation du complément a été de plus démonsée des coupes de poumon d’enfants
morts de bronchiolite a VRSH.

Une deuxieme hypothese de [I'exacerbation cliniqueccwo-induite provient
essentiellement d’études menées chez la souri® gatldes cotonniers. Elles ont montré
gu'un vaccin inactivé par le formol (FI-RSV) entrai une orientation de la réponse
immunitaire cellulaire spécifique vers une voieedith2 lors d’infection expérimentale
ultérieure. Cette orientation se traduit chezdaris par une production locale d’IL4, IL5,
IL10, par un afflux de lymphocytes et d’éosinopsiét par la présence d’IgE et de médiateurs
pro-inflammatoires dans les sécrétions respiraoifeypersensibilité de type ). Ces
hypothéses d'orientation de la réponse immunitag@es une voie de type Th2 n’ont pas
encore été totalement validées chez 'hnomme owedai\par des études épidémiologiques et
immunitaires. Plusieurs études menées avec |leSH/Rontrent que lors d’'une primo-
infection, la protéine G jouerait un réle majeumsld’orientation de la réponse immune
cellulaire vers une voie Th2, caractérisée par piroeluction d’IL-4, IL-5 et IL-13 (pour
référence, Meyeet al, 2008). En effet la protéine G contient un épitgue peut induire
indifferemment une réponse LTCD4+ de type Thl o®.Thes facteurs influencant le
contexte immunologique induit par G sont multipleactivation préalable de cellules
mémoires CD4+ de type Th2 spécifiques du VRSBjrardition des LT cytotoxiques et des
cellules NK, I'exposition primaire a la protéinegBcrétée plutét que transmembranaire, une
inflammation allergique concomitante des voies iragpires, les propriétés intrinseques de

I'héte favorisant la réponse de type Th2 (Graleral, 2000).

68



Pour le VRSB, il a également été possible de repred un modele
d'immunopathologie chez des veaux, similaire au @®douris pour le VRSH, en utilisant
un vaccin VRSB inactivé au formol (FI-VRSB) et adgua I'alun (Antoniset al, 2003). Dans
ce modele, la vaccination FI-VRSB sur des veauarsggatifs induit une synthese importante
d’anticorps viraux et, lors d’inoculation d’épreyveermet de réduire la charge virale. Par
contre, cette immunisation est associée a I'apparde signes cliniques respiratoires séveres
lors de l'inoculation d’épreuve. Par rapport au e&ledsouris, les profils d'interleukines
obtenus a partir de cellules mononuclées pulmama&tesanguines indiqguent un mélange de
réponses Thl et Th2. Dans cette méme expérientibséition d’'un vaccin atténué s’est
traduite, lors d’épreuve d’'inoculation, par un atfimodéré d’éosinophiles par rapport au lot

témoin non vacciné mais sans atteinte cliniqueaytias animaux.

I11.3 Facteurs favorisant la maladie

[11.3.1 Facteurs liés a I'’environnement

* Facteurs d’ambiance

Le batiment va jouer essentiellement sur la réegptiet la sensibilité des bovins aux
infections respiratoires. Le degré d’hygrométridaeventilation, et donc I'implantation du
batiment vont avoir un effet néfaste sur I'appamailcociliaire des veaux, et ainsi favoriser les
infections au VRSB. De méme, l'inconfort engendaé lps parameétres d’ambiance provoque
un stress qui va alors diminuer la résistance dauwvet ainsi augmenter l'incidence des

troubles respiratoires.

» Facteurs climatiques et géographiques

Selon de nombreuses études épidémiologiques, Bsgements climatiques paraissent
augmenter les infections par le VRSB, particulieeam lorsque le temps devient humide et
venteux (Bakeet al, 1986b ; Mahin, 1982). Il peut aussi exister quekypetits épisodes en
été qui se traduisent juste par une légere augti@mtan anticorps. Comme pour le taux

d’ammoniac et la forte humidité, des variations am@antes de température et de pression
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atmosphérique peuvent affecter I'action mucociiat favoriser la multiplication du VRSB

dans les voies respiratoires.

e Gestion des lots

Selon la conduite d’élevage, les animaux pourraédrg plus ou moins sensibles au
VRSB : le stress du transport, le passage par eéeises de rassemblement, le systéme de
conduite en bande unique, les effectifs trop éleodd autant de facteurs de risque.

Malgré tout, méme des animaux vivant dans de tmsds conditions d’élevage
peuvent contracter cette maladie, ce qui montrelegisignes cliniques imputables au VRSB
peuvent apparaitre indépendamment des conditiorioanementales (Bakeat al, 1986a ;
Bryson, 1978a).

[11.3.2 Facteurs liés a I'hote

Il semblerait que des facteurs de virulence in&ipges a I'héte existent puisque des

formes bénigne et sévére peuvent s’exprimer cotgoiant au cours d’'une méme épidémie.

» Prédisposition de I'espece bovine aux affectiospiratoires

Les spécificités anatomiques et physiologiquesapareil respiratoire des bovins en
font des animaux prédisposés aux affections rdsjea :

- les poumons sont de taille réduite pgpaoat a la masse de I'animal, fortement
compartimentalisés, avec un tissu conjonctif iotaulaire abondant. La ventilation collatérale
entre les différents lobules en est réduite. Almis d’une obstruction bronchiale, la région en
aval n’assure plus la moindre ventilation.

- Le poumon est peu compliant. La résisgantécoulement de l'air est treés forte.

- L’hématose n’est pas non plus optimalesda&spece bovine.

En conclusion, chez les bovins, le colt énergétipila ventilation est tres lourd lors
d’affection respiratoire. De plus, la vitesse de@rldans les voies aériennes est élevée, ce qui
favoriserait I'apparition des microlésions de I#g@lium respiratoire.
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* Race et conformation

Il existe également une différence de sensibilit¢ \ARSB entre races. La
bronchopneumonie est d’autant plus grave chezdem$ culards prédisposés aux troubles
respiratoires (Valarcheet al, 1999b); Cela s’expliquerait par ['étroitesse desies
respiratoires supérieures chez ses animaux etrparaindre volume de réserve ventilatoire.
En effet, le volume pulmonaire par rapport a la seasnusculaire a oxygéner est
significativement plus faible que chez les autregis. Leurs moyens de défense contre les
agents pathogenes agressant I'appareil respiraome donc plus vite débordés. Les races
rouges ameéricaines et les blanc-bleu belges sérpies sévérement atteintes. Aucune
différence n’est par contre démontrée entre leesnét les femelles (Baket al, 1997b),
méme si du sexe des bovins découle le mode d'&eviegstress qui peut étre rencontré par
les males (castration, facteurs de croissance taig-Bnis) est plus important, ce qui pourrait

expliquer la plus grande sensibilité apparentend@es parfois observée sur le terrain.

» Statut immunologique et sur-infections bactériennes

Les déficits immunitaires congénitaux et acquisrgpidisme, etc...) favorisent la
multiplication virale et I'exacerbation des sigradisiques (Collins, 2001). Les sur-infections
bactériennes sont favorisées dans le cas desiorfiedu VRSB : la destruction des cellules
epithéliales provoque I'altération de I'appareil coailiaire, I'accumulation de débris
cellulaires et d’exsudats favorise la prolifératimactérienne, I'action dépressive du VRSB sur
les fonctions macrophagiques et lymphocytairesriagd’émergence de ces surinfections. Un
effet immunodépresseur a été mis en évidence dansdiele ovin mais n’a jamais été mis en

evidence dans les autres especes (Shatmla 1991).

» Facteurs génétiques

En médecine humaine, les études sur l'infectionlpa¥RSH s’orientent vers une
hypothése génétique pour expliquer les différersesgravité des signes cliniques d’'un
individu a l'autre. Cette prédisposition génétigserait associée a un historique familial
d’asthme ou de maladie respiratoire pédiatrique&msé\et a des differences de susceptibilité
selon l'ethnie/le type racial (Hull, 2007). Plusceéhment, des études ont démontré
I'association entre une incidence élevée de RS¥reéshez les enfants et un polymorphisme

génétique dans un certain nombre de génes séleéiqguour I'analyse. Il s’agirait des génes

71



codant pour des cytokines et chimiokines, incluesinterleukines IL-4, IL-8, IL-10, 1-13 et
RANTES/CCLS5, ainsi que les génes codant pour deteimes de surface ou de surfactant
(Puthothuet al, 2007, Paulugt al, 2007). Certains de ces polymorphismes pourrgoerar

un réle bénéfigue ou pathologique dans linfectmar le VRSH. Il n’existe actuellement

aucune donnée similaire pour le VRSB.

« Age

Les bovins atteints sont généralement des vea@xad@ mois (Tayloet al, 2005). En
plus des particularités liées a l'espéce, au tygmal ou aux caractéristigues propres a
lindividu, les échanges respiratoires sont moificaces chez le jeune de moins de 1 an :
faible compliance du poumon, faible vascularisatidne a la compartimentation des
poumons. De plus, I'aggravation des signes clirsgast liée a I'immaturité de I'appareil
respiratoire, en particulier par manque de confagalables avec les agents pathogénes.

D’aprés I'étude d’Antoniset al. (2010), les veaux nouveaux nés sont cliniquement
plus résistants au VRSB que des veaux de 6 semdirees que le virus se multiplie plus
facilement chez les nouveaux nés. Cela serait trarar relation avec la nature de la réponse
inflammatoire et confirmerait le réle majeur deéaanismes immunopathogéniques dans le

développement des symptémes.

[11.3.3 Facteurs de virulence du VRSB

Le VRSB présente une grande variabilité génétiqgei pourrait avoir des

conséquences sur le pouvoir pathogene du virus.

e FEtude de la variabilité du VRSB

Jusqu’a récemment, I'analyse de la diversité ggunétidu VRSB, comme celle du
VRSH, était basée uniquement sur un faible nombrsadiches isolées. Les premiéres études
ont porté sur I'analyse des réactions antigéniquesées entre différents isolats viraux. Ces
données ont rapidement été complétées par dessaagifnylogénétiques comparatives entre

différentes souches virales, puis plus recemmémtérieur d'une méme souche virale.
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- Utilisation d’anticorps monoclonaux

Les premieres expériences sur I'étude de la véiteadu VRSB ont consisté en
lanalyse de la réactivité des quelques soucheslegr isolées vis-a-vis d’'anticorps
monoclonaux dirigés contre les protéines viraless €tudes ont montré que les différences
majeures concernent essentiellement la glycopmt€inet la sous-unité F2 (Prozet, al,
1997; Stine,et al, 1997). Les études suivantes ont donc été axéesigalement sur la
protéine G car elle est apparue comme étant l@ipetirale la plus variable de toutes et une
des cibles principales des anticorps (Elvaneesl, 1998; Furzeet al, 1997; Mallipeddiet
al., 1993).

Pour le VRSH, le dimorphisme antigénique (contre dBervé a ainsi permis de
définir deux sous-groupes A et B (Mufsah,al, 1985; Norrbyet al, 1986). Six subdivisions
au sein du sous-groupe A, et deux a trois subdivssau sein du sous-groupe B ont par la
suite été définies. Sur le plan épidémiologiquepr@valence des sous-groupes varie d’un
foyer a l'autre, géographiquement et dans le teffpsymuth,et al, 1991). Sur le plan
immunitaire, 'importance de la variabilité antiggme n’est pas claire. Des observations, en
nombre limité, suggérent que, dans certains casnains, les réinfections seraient plus

fréequentes avec des souches hétérologues (Andetsaln,1991).

Par analogie, les souches de VRSB ont été claspéssus-groupes sur la base de la
réactivité antigénique de la protéine G. L'utilisat d’'un panel d’anticorps monoclonaux
dirigés contre cette glycoprotéine a permis deselate VRSB dans un premier temps en 2
sous-groupes, A et B (Furat al, 1994) puis finalement en en au moins 4 sous-geup
AB, B et intermédiaire ( Schrijvest al. 1996b; Prozzet al. 1997; Elvanderet al, 1998)
(Tableau 4).
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Identité  de| Groupes
Auteurs Souches séquence degantigéniques
acides
aminés
n origine
Mallipeddi et al.|4 USA >84 % 1(b)
1993
Furzeet al. 1994 19 Europe ND 2 (AetB)
Schrijver et al|14 (a) Pays Bas ND 3 (A; AB; non A,
1996b non B et non AB)
Stineet al. 1997 18 USA >89 % 1
Prozzietal.1997 | 8 Europe, USA, Japor85 % 3(A, B, AB)
Elvander et al.[12 Europe, USA, Japar=84 % intermédiaire
1998
Larsenet al.1998 | 17 Europe, USA >84 % 3(A, AB, B)

Tableau 4 Variabilité de la glycoprotéine G du VRSB sur Isbéale la réactivité a des anticorps monoclonaux
et de la séquence en acides aminés selon plusetesrs; (a) poumons infectés par le VRSB ; (b)
neutralisation croisée avec sérum polyclonal (Eb@mn et al., 1998; Furze, et al., 1994; Larsenaket 1998;
Mallipeddi, et al., 1993; Prozzi, et al., 1997; @pfer, et al., 1996b; Stine, et al., 1997)

D’autre part, une corrélation a pu étre établigectd réactivité antigénique sur G et
des mutations ponctuelles sur la séquence de pett€ine, exclusivement sur un site
épitopique majeur situé entre les acides aminése1208 (Furzeet al, 1997; Langedijket
al., 1997)

Des souches de VRSB appartenant a différents soupes circulent simultanément
dans la population bovine (Stingt, al, 1997) mais aucune souche pouvant étre class&e dan

le sous-groupe B n’'a été isolée depuis 1976 (Fetza, 1997; Furzeet al, 1994).

- Analyse du génome viral

L’analyse du génome viral du VRSH a permis de cordr I'hétérogenéité de la
glycoprotéine G. La divergence moyenne des ségeemcacides aminés (AA) de G est de
'ordre de 3 a 20 % entre des souches virales &ppart a un méme sous-groupe, et de
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l'ordre de 40 a 50 % pour des souches virales dex d@us-groupes difféerents (Collins,
1991a). Les protéines les mieux conservées somrtedines N, F, M et M2 pour le VRSH.
En ce qui concerne le VRSB, la parenté en acidésésnentre les divers sous-groupes viraux
est de 88 a 100%, la variabilité est donc beaucgooms marquée par rapport au VRSH
(Elvanderet al, 1998; Furzeet al, 1997).

Une étude sur I'évolution et la variabilité du gére du VRSB a été menée par
Valarcheret al. (2000). Les séquences nucléotidiques de fragnséntss sur les genes codant
pour les protéines F, G et N, provenant de 54 tsalie VRSB, ont été déterminées et
comparées avec 33 séguences connues provenanartpseb de données, parmi lesquels 3
sont des séquences de souches vaccinales tregagilen Europe. Ces nombreux isolats
avaient été récupérés sur 32 ans (de 1967 a 188 étude a permis de tirer de plusieurs

conclusions.

Premierement, les taux moyens des divergencesatigditgies entre les fragments de
VRSB sont de 2% pour les séquences codant pounrdégines F et N, alors gqu'il s'éléve a
8% pour les séquences correspondant a la protéin€eS taux de divergence restent
cependant tres inférieurs a ceux observés entrprtgéines G de deux souches de VRSH

appartenant a des sous-groupes différents.

Deuxiémement, la constitution d’arbres phylogénégpour les protéines G, N et F a
montré que les souches de VRSB peuvent étre arbitrant classées en six sous-groupes
génetiques (Figure 8). Les arbres phylogénétigisnas pour les genes N, F et G sont
similaires, ce qui montre que I'évolution de cesistrgénes est parallele (Valarchadral,
2000). Cette classification a une réalité a la f@iegraphique et temporelle : en effet, le sous-
groupe | contient uniguement des souches isoléast 4976. Les souches du sous-groupe lli
proviennent exclusivement des USA. Celles qui dmarent aux sous-groupes Il, IV, V et

VI, sont exclusivement européennes, sauf une.
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Figure 8: Arbre phylogénétique sur la glycoproté@ale 87 isolats de VRSB, un isolat de VRSO (Virus
Respiratoire Syncytial Ovin) et 2 isolats de VRSH.

Les souches récemment isolées dans les pays ensopg®mme la France, la Grande-

Bretagne, la Belgique et les Pays-Bas, sont regesi@n haut de l'arbre, dans les sous-
groupes V et VI. Ces pays pratiqguent une vaccinaitibensive contre le VRSB depuis de

nombreuses années. Par contre les souches plenaeside ces mémes pays sont regroupées
dans le sous-groupe Il avec les isolats, ancierécents obtenus jusqu’en 1995, dans les pays
nordiqgues européens (Danemark, Suede). Jusqu’eh, 189%accination contre le VRSB
n’existait pas au Danemark et en Suede. D’'une fag@mérale, au sein de chaque sous-
groupe, les souches ont des dates d’obtentionptazhes ou des localisations voisines. En

plus d'un regroupement géographique des souchegRE&B au sein des différents sous-
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groupes, les souches virales européennes soninégaleassemblées temporellement entre
les sous-groupes IV, V et VI, supposant une évartutiu VRSB.

Il semble donc que les souches isolées dans les payiquant la vaccination ont
évoluées plus rapidement que celles provenant dgs pe vaccinant pas contre le VRSB
(Valarcher.et al, 2000).

Troisiemement, les mutations observées ne sontrgysties uniformément sur le
gene G mais préférentiellement dans les deux regides « mucin-like », qui possedent des
sites antigéniques. Le domaine central, allantadédes aminés 154 a 192 et qui contient un
site épitopique majeur et un site d’attachemertt,pkss conservé. Ce domaine comprend
guatre résidus Cys (cystéine) formant ainsi deuxtpdisulfures (Cys 173-Cys 186 et Cys
176-Cys 182). La structure débute avec une hélickun tour (Cys 173-Cys 176) puis se
poursuit par une héliag antiparalléle d’un tour et demi (Leu 180-Asn 17#®ymant ainsi une
boucle au sommet de laquelle se trouve le siteo@pile majeur de la protéine G. Des
mutations importantes ont pu étre observées, ansmmur les souches du sous-groupe VI,
via le remplacement des 4 cystéines par 4 résidaseajrésidus Arg (arginine) (Figure 9). La
structure tertiaire de la glycoprotéine G des sesathu sous-groupe VI pourrait donc étre

largement modifiée.

170 209
BRSVI( B) HVPCBTCEGNPACSPICQIGLERAPSRAPTITLKKAPKPK
BRSVII( A/ B) V2N N < R R A-em

BRSV 1l (391.2)( . p— S S T S, — Temo- .

BRSV IV ( A) N Z— I ST — -

WBH IV ( UNTYPED )  ---eemeni-- S—lpls | Tem-

BRSVV e LSt--S--St-—- | -

BRSV VI ---R--R-----RPP-R-{DS-S--K-----P--T-

Figure 9 : Séquence consensus pour chaque soupgae VRSB entre les résidus aminoacides 170 el09

la protéine G. Les fleches horizontales représergnépitopes linéarisés étudiés par Langedijil e(1997),

les fleches verticales montrent les mutations quidéterminé les sous-groupes d'antigénes et lesmgles
indiquent la localisation des hélicas
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En conclusion, cette étude a montré une évolwminue en France du VRSB avec
des modifications d’acides aminés dans des régpasifiques de la glycoprotéine G. Les
résultats obtenus montrent qu’il existe a la faie évolution temporelle et spatiale du virus.
Les souches récentes les plus éloignées des sotatmsales ont toutes été isolées dans des
pays qui pratiquent la vaccination intensive depamgitemps contre le VRSB. Une pression
de sélection due a la vaccination pourrait aingliguer I'apparition de souches différentes
échappant a la réponse immunitaire induite paralecwmation. D’autres parameétres doivent
cependant étre envisageés tels que les technigetssage et de commercialisation entre les
différents pays. Si cette vaccination semble dam&ains cas limiter I'expression clinique et
les pertes économiques associées a l'infectiotepdRSB dans les troupeaux de bovins, elle

ne supprime pas la circulation virale.

» Mécanismes moléculaires de la variabilité génétapsevirus a ARN

Théoriqguement, la variabilité génétique résulteréiers lors du processus de réplication
et d’altérations du matériel génétique. Alors qundle cas de I'ADN, l'existence de
mécanismes de relecture et de réparation permgéméral le maintien ou la restauration de
lintégrité du matériel génétique, de tels mécamism’existent pas pour 'ARN, ce qui se
traduit par I'accumulation de mutations et d’alténas du matériel génétique. Les taux de
divergence des virus a ARN augmentent trés rapidem&u niveau nucléotidique, de
nombreux auteurs ont estimé ce taux de divergegoengique a ARN comme allant de
0.03% a 2.0%, soit un millions de fois plus quedésomes a ADN (Hollandt al, 1982;
Steinhauer, 1987). Une telle variabilité génétigas virus a ARN leur a vraisemblablement
permis de s’adapter peu a peu a de nouveaux hbéedesnouveaux environnements lors de
I'évolution (Strausset al, 1996). Les mécanismes moléculaires de la vanialiEs virus a
ARN sont les mutations, les réassortiments du génah les recombinaisons. Les
mécanismes a l'origine de la variabilit¢ du VRSBitsprincipalement représentés par des
mutations ponctuelles. La faible fréquence des mbioaisons s’expliquerait par
'omniprésence de la nucléoprotéine N qui entol&kBIN génomique lors de la réplication et
limiterait ainsi la possibilité de changer de nwdriLes mutations se produisent pour de
multiples raisons a la suite d’'une meésincorporatams du processus de réplication, et se
traduiront par des substitutions, des délétionsdes insertions. Ces mésincorporations

peuvent résulter de mésappariements aboutissardsasubstitutions nucléotidiques, ou
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résulter d'un dysfonctionnement de 'ARN-polyméragmutissant alors a des délétions ou
des insertions. Le plus souvent, ce sont des mugtponctuelles, et I'importance de la
grande fréquence de mutations des virus a ARN enbvprincipalement de I'ARN
polymérase ARN dépendante, qui ne possedent pasvité& correctrice, contrairement aux
ADN polymérases. Il en résulte qu’une souche viede composée de différents génomes
étroitement apparentés mais génétiquement hétésggui forment ce que I'on nhomme le
spectre de mutants. Ce spectre constitue un réseieo variants phénotypiques et sa
distribution dynamique, qui constitue la populatioimale, fait référence au terme de
guasiespeéces, terme inventé par Eigen et Schustera description des premiers réplicons
sur terre (Eigen, Schuster, 1979). De nombreuxnpatr@s peuvent influencer la capacité
d’adaptation des virus a ARN : la taille de la plagion virale, la complexité du génome et la

fréequence de mutations nécessaires pour répondrdacteur de sélection

Pour un virus & ARN, le pourcentage moyen d'erresir compris entre 10et 10°
substitutions par nucléotide contre®18 10" pendant la réplication de '’ADN eucaryote et
procaryote (Drake, 1993; Steinhauer, 1986). Le tdexmutation moyen est estimé &*10
substitutions par nucléotides copiées (Hollatdal, 1992 ; Drake JW, 1993). Pour un
génome de 10 kb, cela représente une mutation yzhe de réplication en moyenne. |l
n’existe actuellement pas de données précisegsuulasiespeces pour le VRSH mais, pour
le VRSB, une étude (Delplancle¢ al, 2007) a analysé les quasi especes apres isolelment
virus chez un veau puis apres différents passagesiltures cellulaires ou chez le veau. Si la
séquence consensus du gene G reste stable lodifif@ents passages, une hétérogénéité
géneétique importante a été observée pour chaqualgiimm virale aux différents passages,

avec des fréquences de mutations allant de 6,81&10" substitutions par nucléotide.

La plupart des mutations sont neutres ou délé@tremnt donc éliminées par sélection
naturelle. De nombreuses protéines virales, notarhstaicturales, peuvent ainsi absorber un
nombre considérable de mutations, qui, en regletrgés n’altérent pas leurs structures
secondaire et tertiaire. Par ailleurs, des sulbistitsi nucléotidiques spécifiques peuvent
survenir a différentes fréquences, et certains ote régions du génome des virus a ARN
peuvent correspondre a des points chauds de rgadiors que d’autres apparaitront plus

stables.
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» Implications biologiques de la variabilité du VRSB

Les implications biologiques de la variabilité Wraet la présence du caractere
hautement évolutif des virus & ARN comme le VRSBitsoombreuses et touchent a
'échappement aux anticorps neutralisants, lat@sie aux agents antiviraux, I'inhibition de

la réponse antivirale, la persistance virale etlemgements de tropisme cellulaire.

Outre la possibilité d’évolution rapide du VRSB daa la vaccination massive des
ruminants, il est clair que la capacité d’échapp@ntiéun virus est plus aisée si une seule
mutation est nécessaire. Ainsi la question de Eotple la variabilité virale est cruciale pour
les vaccins sous unitaires contenant un épitopguenou I'utilisation de souches atténuées
par une mutation unique. Il a été montré que seamérdeux changements d’acides aminés
(Arg 188 et Lys 192) dans un épitope T-dominantadglycoprotéine G du VRSH étaient
suffisants pour supprimer la protection induite paette protéine, en modeéle souris
d’inoculation d’épreuve (Huangt al.,2003). De méme, I'émergence de virus VRSH mutants
d’échappement apres transfert passif d’'un anticargmoclonal anti-F (palivizumab),
commercialisé pour le traitement des enfants maladeété démontié vitro et observén
vivo (Zhaoet al, 2004 ; 2005).

Concernant le pouvoir pathogene et la variabilit€VRSB, une étude a été menée
pour comparer le pouvoir pathogene d’'un méme wunustiplié sur cultures cellulaires ou
passées successivement chez des veaux. Les sritamontré qu’un faible nombre de
passages en cultures cellulaires (n=3) modifieit&tique d’infection du virus (Thése Le
Mercier, 2005), sans toutefois modifié la sévétieg signes cliniques observes.

Actuellement, il n’existe pas de preuves directemea difference de virulence entres
différentes souches de VRSB isolées sur le terr@lapendant peu d'études ont été menées

pour investiguer cette question.
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DEUXIEME PARTIE :

ETUDE EXPERIMENTALE
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|. OBJECTIFS

A I'heure actuelle, la seule séquence completeé®me viral du VRSB est celle de
la souche de laboratoire et de référeA8&908 isolée en 1969 par Mohanty. Cependant, si
I'historique de cette souche est peu connu, elteleeplus fréquemment utilisée, avec la
souche Snook, dans les études sur le VRSB. Enidondes laboratoires, l'isolat a été
multiplié sur un nombre variable, mais souvent ingat, de passages en cultures cellulaires.
Il a aussi pris des noms différents comme soucheeAdu NC ou Maryland. Le nombre de
passages en culture cellulaire de I'échantilloruségé n’a pas été fourni. Pourtant, le passage
en culture cellulaire introduit rapidement des riates dans la séquence consensus du
génome (Deplanchet al, 2007 ; Le Mercier, 2003).

L’objectif de cette étude était d’obtenir les séures completes de trois isolats de
terrain, isolés récemment dans le sud-ouest dedacE, avec le minimum de passages en
culture cellulaire, de maniére a disposer d’'uneusige la plus proche possible de la
séquence de la souche sauvage.. La connaissames déquences nous permet de comparer
les souches entre elles par analyse phylogénétapiées placer au sein des sous-groupes
génetiques déterminés par Valarceeal en 2000 et d’apporter de nouvelles informations su

les isolats récents de VRSB.

En outre, la détermination de ces séquences casspbd@institue une premiere étape
clé pour des études de pathogénie virale et plésifsguement pour I'obtention de la
technique de génétique inverse a partir de soudbésrrain.

Enfin, le dernier objectif de notre travail étaiessayer de corréler les résultats
phylogénétiques obtenus avec d’éventuelles diff&gende virulence clinique entre les

souches observées.
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Il. MATERIEL ET METHODES

[1.1 Lignées et cultures cellulaires

Les cellules utilisées pour 'isolement des souchesdes sont des cellules épithéliales
des cornets nasaux d'origine bovine, appeléeslesIBT ou « bovine turbinate » (n°ATCC
CRL-1390). Les cellules BT ont été cultivées enée 28™ et 32™ passages en étuve a
37°C et sous 5% de GOLe milieu de culture de base est composé de 508enMilieu
Essentiel Minimum contenant des sels de Earle & deglutamine (MEM complet 1X), de 5
ml d’acides aminés non essentiels (AANE 100X), dd_Sle pénicilline a 100UI/ml et de
streptomycine a 100ug/ml (Invitrogen).

Lors de l'isolement viral, et notamment pour lgsr@miers passages en cellules BT, le
milieu de culture est ramené a 3 % de SVF finaljtaxhnés de 5 ml de fungizone a 25§/L

(Invitrogen) et de 20 pg/ml d’enrofloxacine (Bayer

[1.2 Isolement des virus VRSB

11.2.1 Isolement des souches de terrain

Les souches de VRSB ont été isolées sur le terchez des veaux présentant des
signes cliniques plus ou moins graves d’atteintéaggpareil respiratoire profond (tachypnée,
dyspnée abdominale et syndrome de détresse resmratigu). Brievement, un
échantillonnage par lavage bronchoalvéolaire (LBA)moyen d’'un endoscope (Olympus) a
éte realisé sur des veaux préalablement anesth@stzsnine, 5mL en V). Pour chaque
prélevement, environ 100 ml d’'un milieu LBA (MilieMEM complémenté a 100 pl
d’enrofloxacine a 20 pg/ml, 2 ml de gentamycin20@ pg/ml et 5 ml de fungizone a 250
png/ml) ont été injectés au niveau de la bifurcaboonchique et immédiatement réaspirés (30
a 50 ml récupéres). L’échantillon a été transplerfglus rapidement sous froid positif dans un
bloc de glace au laboratoire. Une partie du miliBd& échantillonné a été conservée a -80°C

et une autre partie a été immédiatement utilisée igoler le virus.
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Pour réaliser l'isolement, des dilutions au®1/B2C et 1/106 du milieu LBA ont été
déposées sur une boite de culture cellulaire BT qi22) puis agitées doucement a 37°C
pendant 2 heures. L'inoculum a ensuite été élimtn&mplacé par 5 ml de milieu de base + 3
% de SVF + 1 % de fungizone. Le milieu a été a eauvchangé au bout de 24 heures. Le
flacon a été congelé a -80°C sept jours apres labon. Trois passages en aveugle et cing
passages successifs sur des cellules BT ont digégéal chaque passage, un cinquieéme de la
production virale a été utilisé pour infecter deiwvelles boites de cellules BT. Le reste de la

suspension cellulaire est conservé a -80°C endalieml.

Un effet cytopathique caractéristique du VRS aoBtgervé apres le troisieme passage
en aveugle sur les cellules BT. Le virus a alogsiéntifié par immunocytochimie (anticorps
monoclonal dirigé contre la glycoprotéine F) sur dellules BT fixées a I'acétone. L'absence
d’autres pathogénes respiratoires bovins (coromavhbovin, herpésvirus bovin de type
1(BoHV-1), virus parainfluenza bovin de type 3 (Rl&énovirus bovins 3 et 5 (AdBv 3 et
5), virus de la diarrhée virale/maladies des mugeeBVDV)) a été vérifiée par différents
tests commerciaux (PCR et RT-PCR).

[1.2.2 Souches virales

Au total trois souches de VRSB ont été isoléestiisées au S passage en culture

cellulaire pour le séquencage.

- Souche W2-000131 : souche de terrain isolée en 2000, a partir du dBfi veau de 4 mois

de race Blonde d’Aquitaine originaire d’'un élevageCarmaux (81).

- Souche A2-Gelfi : souche de terrain isolée en 1996 en Aveyron, @ ghuin LBA chez de

jeunes veaux atteints de troubles respiratoiresenésd Valarcheet al, 1999).

- Souche 3761 : souche de terrain isolée en 2003 a partir de Uigdon nasal et du LBA
d'un veau présentant des signes cliniques respiataux hopitaux des ruminants de
Toulouse (origine Tarn) traduisant une atteinteesgytachypnée sévere, dyspnée abdominale

et orthopnée).
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Par ailleurs la souche de laboratoire et de réé&r@51908 ou NC (American type
culture collection) variant Atue51908 (n°ATCC VR4 %° d’accession Genbank AF092942)
a été utilisée pour les études comparatives d'apaly génome. C’est en effet la seule souche
pour laquelle on dispose de la séquence completgé&home viral. Elle a été isolée
anciennement en 1969 (Mohardy al, 1975). La référence dans Genbank n’indique pas le

nombre de passages utilisés pour la souche séaguencé

Pour les analyses comparatives des genes codantlgmprotéines F, G et N, la
recherche des séquences disponibles dans les Isadguionnées (Genbank, EMBL..) a été

réalisée au moyen des logiciels blast et fastebr{fed, NIH, Betsheda).

[1.3 Séguencage

[1.3.1 Extraction de 'ARN et étape rétrotransdigm

Pour les virus A2Gelfi, W2 et 3761, lisolement B&RN viral a été réalisé au®s
passage en cultures cellulaires par utilisationkduQiagen RNeasy (QIAGEN France
Courtaboeuf), selon les recommandations du fahridam solution récupérée, contenant de

I’ARN total, est conservée a —80°C.

L'obtention des fragments d'’ADN complémentairegéinome viral a été réalisée par
transcription inverse (RT), en utilisant la tramgiase inverse Superscript TM Il (Invitrogen)
comme précédemment décrit par Valarobteal. (2000). Brievement, la synthese d’ADNc a
ete réalisée a partir de 5ul d’ARN en utilisantquiea amorce a la concentration finale de
0,1uM. Les amorces de RT sont decrites au tabledllés ont été obtenues a partir de la
séquence génétique de la souche VRSB ATue et dessavec le logiciel Primer3. Elles sont
positionnées sur le brin génomique (brin sens if¢gEt maniere a rétrotranscrire I'ensemble

du génome viral.
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Nom Séquence Position sur le génome
>Pgen4' ACGCGAAAAAATGCGTATAAC 0

>N2.P1 ATGGCTCTTAGCAAGGTCA 1144

>G2.5 AGACATTAAAGAGGGCTTGGA 4735

>Pgen8 TGCCCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGG 8500

Tableau 5 : Les amorces utilisées pour I'étape e R

[1.3.2 Amplification de 'ADNc viral

L’amplification par PCR a été realisée en utilisame enzyme de haute-fidélite,

(Expand High Fidelity PCR SysteRoche Diagnostics France Mey)an

Les PCR ont été réalisées a partir de 5 pL d’ADBlaine concentration finale

d’amorces a 0,3nMsur un thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 (agiosysten)

selon le programme suivant: 2 minutes (min) a 95¥&i de 30 cycles comprenant 30
secondes (s) a 95°C, 30 s a la température d'taglanid (Th) des amorces et 4 a 6 min
d'élongation a 72°C, et, pour finir, une réactioextension finale de 10 min a 72°C. Les
différentes amorces (tableau 6) ont été dessingestiét de la séquence de la souche VRSB

ATue de maniere a obtenir des produits de PCR clobnaats, permettant une relecture a la

position des amorces. De 3 a 5 PCR ont été résls@a chaque fragment a amplifier.
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>Pgen< ACGCGAAAAAATGCGTATAAC

<Pgen! CCAATCGGGACATAGCATATAACATAC
MF76€ ATGAACGACAGGCCACATTTA

MR197¢ GTACGCTGGCATGACCAAG(

MFE195¢ TGGTCATGCCAGCGTACAAGC

MR333¢ CATAGGAACCCATATTGTGAGAGATGC
MR3333 W: CATAGGAACCCATATTGTAAGAGATGC
MF330¢ CATCTCTCACAATATGGGTTCCTATC
MF3308 W: CATCTCTTACAATATGGGTTCCTATC
MF4092 CATATTTTCTCAACCTGATTAACCCTTC
MR411¢ GAAGGGTTAATCAGGTTGAGAAAATATG
MR558( GTTGTCGCCATCCTTATTTGC(

MR5580 W: GTTGTTGCCATCTTTATTTGC

MF5561 CAAATAAGGATGGCGACAAC

MFE5561 W: CAAATAAAGATGGCAACAAC

MR682¢ TGTCTTCCCATAGCATGATACAAT
MF668E TTAACTCTGCCTACTGACGTTAACT
MF6685/376. TTAACTCTGCCTACTGATGTTAACT
MF6685 W: TTAACTTTGCCTACTGATGTTAACT
MR799(C TACGTCTGCAGGCAATCTCT
MR7990/3761/ W CACGTCTGCAGGCAATCTC™

MF7971 AGAGATTGCCTGCAGACC

MR865¢ TCTAAACCCAGCTCTCCTTI]

>Pgenl TGACACTAACACAACGCTATCTAAC
<Pgen2 GCATCCATTGCTTGCCGTTCATCTAC!
>Pgen: TGCCCTGGGAAGCTACTTGTTGGATG!
9422F° ATGTCACTAATCTTGAACCTAACGGAA
9422F/376 ATGTCATTAATTTTGAACCTAACAGAA
9422F W: ATGTCATTAATCTTGAACCTAACGGAA
10430R: AACGATTTGCTTTGTTGCTAATGCC
10279F AGGTAGGATGTTTACAATGCAGCCAC
10279F W. AGGTAGGATGTTTGCAATGCAGCCAC
<Pgen! GGTTTAGTGGGACCCCTCTCACCAC!
<Pgen9/376 GGTTTAGTGGGACCTCTCTCACCAC!
>Pgenli TGCAAAAAATAGAGCCGACTTACCCG
>Pgen10/37€ TGCAAAAAATAGAGCCAACTTACCCG
<Pgenl AACCTTTCAGCTTACTACCTAAGCACAC
Pgenll W AACCTTTCAGTTTACTACCTAAGCACAC
<Pgen 1 ACGAGAAAAAAAGTATCAAAAACTATCC
12713F TAAACAGGTGATACAGAAACAGC
13713k TTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGA

Tableau 6 : Liste des amorces utilisées pour la RCIR séquencage
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11.3.3 Méthode de séquencage et analyse des séegienc

Les séquences consensus des génomes viraux conmpieteté déterminées
directement a partir de I'ADN amplifié apres pwafion des produits de PCR sur colonnes
Microcon PCR (Millipore). Le séquencage a été séalielon une technique automatique en
électrophorése capillaire grace a I’Analyseur Génét ABI3100 (Applied Biosystems) et le
kit BygDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (pd Biosystems). Les résultats ont été
fournis sous forme de séquences brutes et chronaatoges.

La vérification des séquences, leur alignementsaetompilation de la séquence
complete de chague génome a partir des séquermggrk ont été réalisés aux moyens des
logiciels Editseq et Segman 4 (DNASTAR LasergeAhlied Biosystem). Les alignements
multiples (programme Clustal W) et les analyseslqd@nétiques (programme Editree) ont
éteé réalisés a l'aide du logiciel Megalign (DNASTARsergen 8, Applied Biosystem).

Les comparaisons des sequences nucléotidiquesimb-acides déduites ont été obtenues via

les programmes FastaN et FastaP (Infobiogen).

1.4 Expérimentation animale

[1.4.1 Animaux

Les veaux utilisés pour I'expérimentation étaiees dreaux males, de race Prim-
Holstein, qui ont été retirés de leurs meres aaiasance et privés de colostrum d’origine
maternelle. Une sérologie VRSB est réalisée a isjpaur s'assurer qu'il n'y a pas eu prise

de colostrum.

L’entretien des veaux avant l'infection expérimémtaa été realisé en unités
expérimentales de niveau 2 de biosécurité de laaresuivante : pendant les 36 premieres
heures, ils ont recu un produit énergétique (ENERISGKND) puis de la poudre de lait premier
age, complémentée avec du sérum de colostrum (CEROI, Belgique) pendant 5 jours.
Par la suite, les veaux sont nourris au seau avéaitdde remplacement, deux fois par jour, a
heures régulieres, avant la réalisation des examlangues et des prélevements. Pendant les
4 premiers jours, les animaux ont été traités pibiatiques (cefquinome 1mg/kg/jour,
MSD).
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Les veaux ont ainsi été maintenus en unités expatales pour éviter toute infection
naturelle & VRSB.

Durant cette période pré-infection, les animauxt saralués cliniquement deux fois
par semaine et des contrdles sont réalisés polurexoute infection naturelle par le VRSB.
Une sérologie VRSB a été effectuée 7 jours avamxpkrience et le®ljour de I'expérience,
avant inoculation. Des tests par immunocapture tifjanes (test Speed®-ReSpiVB
BioVetoTest, Virbac).) sur écouvillons nasaux ot# écalisés a partir de 3 jours avant
I'inoculation. Un contrdle de l'infection par le DV a été effectué par antigénémie a la

naissance et par sérologie 7 jours avant le debliéxipérimentation.

[1.4.2 Protocole expérimental

Toutes les manipulations d’entretien et d’infecicexpérimentales ont été menées
selon les recommandations de la Directive Europgerfative au bien-étre des animaux
d’expérimentation (86/609/CEE) et approuvées par Diaection locale des Services

Vétérinaires.

Les veaux Prim-Holstein 4gés de 1 mois ont étéulés avec les différentes souches
de VRSB par voie nasale et intratrachéale.

Chaque inoculum viral a d’abord été obtenu en saati trois passages sur veaux
nouveau-nés. Pour cela, des veaux nouveau-nés ae REmM-Holstein et dépourvus
d’anticorps colostraux ont été inoculés par voteaimasale et intratrachéale entre 2 et 3 jours
apres la naissance avec chacune des souches de (\MR&RIfi, W2 et 3761). Le premier
veau a recu FoUnité Formant Plage (UFP) au total. Cinqg joursaptinoculation, les veaux
sont euthanasiés sous anesthésie générale, le poesh@nsuite récupéré pour réaliser un
LBA, avec 500 ml de milieu MEM complémenté a 10djenrofloxacine & 20 pg/ml, 2 ml
de gentamicine a 200 pg/ml et 5 ml de fungizonés@ 2g/ml. Le LBA ainsi obtenu est
conservé a —80°C. Le veau suivant est inoculé EvEBA du veau précédent a raison de 10
ml par voie intranasale et 10 ml par voie intratéade. Un 3passage est réalisé suivant le
méme protocole. Les LBA récupérés dupassage sur veaux (Photos 2 et 3) ont été utilisés

comme inoculum pour les expérimentations animélesr titre variait de 1 a 5 xX@WFP/ml.
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lIs ont été testés comme indemnes des pathogenes recherchés : BoHV-1, AdBv, PI3, BVDV,

Corona,Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovis

Photos 2 et 3 : Réalisation du LBA lors du troisieme passage sur veau.

Les infections expérimentales des veaux avec les souches A2Gelfi, W2 et 3761 ont été
réalisées indépendamment en 2 temps, pour des raisons de faisabilité. Dans un premier temps,
les souches A2Gelfi et W2 ont été testées, puis a un an d'intervalle la souche 3761. La race,
I'age et l'origine des veaux utilisés étaient les mémes dans les deux expérimentations. Les

modalités d’infection étaient similaires

Pour la premiére expérimentation, 8 veaux, pour chaque groupe A2Gelfi et W2 et 4
veaux contréles ont été utilisés. Les veaux des groupes A2Gelfi et W2 ont été inoculés a
raison de 10 ml par voie intranasale et 10 ml par voie trans-trachéale avec un tofal de 10
UFP de virus par animal (la moitié par voie intranasale et la moitié par voie intratrachéale), et
ce quel que soit le lot. L'inoculation intratrachéale a été réalisée a I'aide d'un cathéter veau
(intraflon 2, Vycon, apres tonte, rasage et désinfection du lieu d’injection) et la nébulisation
intranasale a I'aide d’un instillateur nasal (vaccin IBR atténué, Bayer). Chaque inoculum a été
titré directement apreés l'infection expérimentale.

Pour la deuxieme expérimentation, six veaux ont été infectés avec la souche 3761 et 4
veaux ont servi de contrdle (non infectés), selon le méme protocole que précédemment. Le
jour de l'inoculation est considéré comme le jour 0 (JO).

Les animaux ont été euthanasiés a J19 post-infection (p.i.) pour la premiere

expérimentation et J14 p.i. pour la deuxieme.

L}?qqpaff- gfd'?‘ﬁ#:cam % k;
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[1.4.3 Suivi expérimental

* Suivi clinique

Un examen clinique a été réalisé deux fois par perd-3 a J14 (ou J19). Les signes
cliniques recherchés (abattement, anorexie, tacggypayspnée, toux, jetage, fievre.) ont été
reportés sur une fiche de suivi clinique, préseatéannexe 1, par le méme examinateur selon
un protocole bien défini. L'ordre de réalisatiotoajours été le méme, d’abord le lot témoin
puis les animaux infectés. Les températures rectetides fréquences respiratoires ont été

enregistrées.

A partir des données cliniques récoltées en coimspdrimentation et sur la base des
observations effectuées lors de précédentes étudesgore clinique a été élaboré. A chaque
critére relevé quotidiennement est associée une ebdtun coefficient est attribué a chaque

signe. Le mode de calcul des scores cliniquesrésepté en Annexe 2.

* Suivi virologique

La détection du VRSB a été réalisée a partir desé8éns nasales. Des ENP ont été
obtenus pour chaque narine de J-3 a J14 (ou JQ9nidutes apres la fin de la buvée et

conservés dans du sérum physiologique et du tardpexiraction d’ARN (tampon RLT,

Qiagen).

Les tests immunochimiques de détection du VRSR:tintéalisés directement sur tampon
physiologique (Nacl 0,1%) dans les deux heuresambisuivi les ENP, a l'aide du test
Speed®-ReSpiVEP (BioVetoTest, Virbac). Il s'agit d’'un test immuratwomatographique
sur bandelette, dont le seuil de détection seeaitslUFP (données du laboratoire).

Les écouvillons nasaux conservés dans 350 ul deoiauiiextraction RLT ont été extraits
par le kit RNeasy mini (QIAGEN) et repris dans 3Ddeau sans RNase. La solution
récupérée, contenant de 'ARN total, est conseavé80°C. La RT-PCR quantitative a été
réalisée a partir des écouvillons nasaux, par usthade Tagman dérivée de celle décrite par
Boxuset al. (2005). Les amorces utilisees (MF1959 et MR3338)é&té recherchées par le
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logiciel Primer3. Les amorces Q2216F et Q2215 ajnsila sonde ont été décrites (Bortis

al.,, 2005). La quantification des charges virales diférents échantillons a été harmonisée

par rapport a une quantité constante d’ARN du gapporteur codant pour la GAPDH

cellulaire afin d’avoir des valeurs comparablesndachantillon a I'autre, indépendamment de

la cellularité du prélévement.

Pour obtenir une gamme plasmidique, un produit@g Béfini par les amorces MF 1959
et MR 3333, et amplifié a partir de la souche VRE®B1, a été cloné par le kit Topo TA
Cloning (Invitrogen). Apres dosage de ce plasmlgsd a 260 nm, des dilutions de 10 en 10

permettent I'élaboration d’'une gamme comprise ehifet 1¢ copies/PCR.

e Suivi sérologique

Pour le suivi sérologique, des prises de sangufiastsecs ont été realisées tous les deux
jours sur chaque animal de J-3 a J14. Les prélevsnsanguins ont été conservés a + 4°c
pendant 18 heures, puis aprés centrifugation, @tiégusous forme de sérum, identifiés et
conservés a -20°C. La réponse en IgM des animaugs apfection expérimentale a été
évaluée, a l'aide du kit ELISA VRSB-IgM de l'ingiit Pourquier (Montpellier, France). Il
s’agit d’'un test immuno-enzymatique semi-quanfitdte test utilise un composé anti-lgM
bovin couplé a la peroxydase. L'intensité de laomtion qui résulte de la réaction entre la
peroxydase et son substrat enzymatique est propodile au titre d’lgM anti-VRSB du

sérum testé.
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lll. RESULTATS ET DISCUSSION

lll.1 Stratégie de séquencage

[11.1.1 Choix des souches

Le choix des souches a séquencer dépendait decdiffecritéres.

Le premier critere, le plus important, était de ymuanalyser des virus possédant une
virulence réelle et la plus proche possible deeceliservée sur le terrain. Pour cela, nous
avons réalisé les prélevements sur des veaux paésetes signes plus ou moins séveres
d’infection a VRSB. Tous les veaux testés présentaine hyperthermie et une tachypnée
majeure (FR>50 bpm). Pour la souche A2 Gelfi eidache W2, les deux veaux montraient
aussi une dyspnéee abdominale d’intensité moyenmer. |8 souche VRSB 3761, des signes
cliniques similaires étaient observés avec tousedioie dyspnée abdominale plus sévere et un
syndrome de détresse respiratoire (Iégére orthdpNétons toutefois que la description des
signes cliniques sur les fiches était moins prépme A2 Gelfi et 3761, ce qui peut entrainer
un biais sur l'interprétation du degré de sévéaiig@que observé pour chaque foyer. De plus,
il faut aussi tenir compte de I'épisode clinique kensemble du lot. Pour la souche W2, deux
veaux étaient morts avant la visite d’élevage, éuma un épisode sévéere de VRSB dans le

lot (données disponibles).

Par ailleurs nous avons souhaité utiliser un nomtirémal de passages en cultures
cellulaires pour obtenir une séquence la plus mgobssible de la séquence sauvage de
chaque virus. Comme pour beaucoup de virus a ARRNestime que le passage du VRSB en
cultures cellulaires entraine des mutations swéluence consensus et atténue fortement sa
virulence. Ainsi la plupart des vaccins VRSB at@&nulisponibles sur le marché résultent
d’atténuations par passages en cultures cellul§é8), associés ou non a des mutations
thermosensibles ou chimiques. Le choix des séqsesaevages était dicté par les projets de
recherche de I'équipe. Une these vétérinaire (Lecdg 2003) avait montré qu’un faible
nombre de passages en cultures cellulaires (n=&)ifiaid la cinétique d’infection de la
souche virale 3761 en allongeant la période d’iation. Disposant de cette souche depuis le
passage 0, une étude est en cours qui consisténaiat la souche 3761 par passages en série
(100 passages) afin de comparer les génomes ds dinrigine et du virus muté. Le

séquencage complet du génome de la souche 376&saage 5 s’inscrit dans notre étude.
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Enfin, pour mener les études sur le pouvoir pg@he du VRSB par génétique
inverse, il pourrait étre important de travaillerea des souches sauvages possedant un

pouvoir pathogéene différent.

Le dernier critére reposait sur le choix d’étudies souches isolées dans un méme
bassin de production et sur une période relativermaurte, afin de déterminer si des souches
de génotypes différents co-circulent sur le terdmpuis 2000, contrairement a ce qui avait été

préalablement observé (Valarctetral, 2000).

[11.1.2 Stratégie de séquencage

La stratégie de séquencage a consisté a séquarnsetehent les produits de PCR
pour éviter les erreurs de copie liées au clonagel’amplification des clones bactériens. Par
ailleurs, pour éviter le maximum d’erreurs liéekn didélité de la polymérase lors de I'étape
de PCR, nous avons utilisé une DNA polymérase déehaute-fidélité (Expand High
Fidelity), possédant une activé proofreading®d’. Le taux d’erreur liée dExpand High
Fidelity polymerasea été calculé & 2,1 x 2@ar nucléotide et par cycle d’amplification soit
deux fois moins d’erreurs que la Pwo polymérasi&i8 moins que la Pfu polymérase et 8

fois moins qu’une Taq polymérase classique (Metet.,2003).

Pour séquencer la totalité du génome, nous sommads mle la seule séquence
compléte connue de la souche ATue, en généranardesces, de maniere a amplifier des
fragments chevauchants sur le génome d’'une tadlleant entre 600 et 1000 nucléotides
(Tableau 7 et Figure 10). Le caractére chevaucbastfragments a permis de relire et
corriger les séquences des amorces, en fonctiodiffi@entes souches. Avec cette technique,
il ne nous a cependant pas été permis par ladeitorriger les deux amorces des extrémités
5" et 3' du génome. Une technique 5’et 3'RACE (mid@erite car non réalisée dans le cadre de
cette thése) a permis de confirmer les séquencesadédans nos résultats.
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13

14

10

11

12

Tableau 7 : Position et longueur des fragmentsquegcer en fonction des amorces dessinées sur la

Amorces
Pgen4'-Pgen5
MF766-Mr1975
MF1959-Mr3333
MF 3308-Mr4119
MF4092-MR5580
MF5561-MR6829
MF6685-MR7990
MF7971-MR8658
Pgen21-Pgenl3
Pgen8-Pgen21
9422F-10430R
10279F-Pgen9
Pgenl10-12947R
12713F-Pgenll

13713F-Pgenl2

Tm °C  Position génome

50

55

55

55

53

55

55

55

55

58

55

55

55

1-1350

766-1975

1959-3333

3308-4119

4092-5580

5561-6829

6685-7990

7971-8658

8842-9734

8500-9734

9422-10430

10279-12186

11761-12947

12713-14408

13713-15140

Longueur

pb
1350

1209
1374
1111
1388
1268
1305
687
895
1234
1008
1907
1204
1680

1427

séquence de la souche VRSB ATue.

96

Almorce de RT
Pgen4
Pgen4'
Pgen4'
N2P1
N2P1
N2P1
N2P1
G2-5
G2-5
G2-5
Pgen8
Pgen8
Pgen8
Pgen8

Pgen8
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Figure 10 : Exemple de la stratégie de séquencage fa souche 3761 du VRSB

Enfin, toutes les séquences contenant des amlsguitété soit refaites, soit obtenues
par un nouveau jeu d’amorces directement dess@estir de la séquence homologue de la

souche.

I11.2 Analyse du génome viral

[11.2.1 Organisation générale

Les séquences completes des génomes des souclsfiARV2 et 3761 sont fournies

en annexe 3.
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Globalement l'organisation des génomes est sirilavec un ordre identique des
séquences codantes pour les protéines de 3’ vess des séquences intergéniques (Figure
11). La longueur du génome est de 15149 nt pousdeshes ATue, A2 Gelfi et 3761. La
souche W2 posséde un nucléotide supplémentaindtarésde I'addition d’'un résidu A sur
une queue poly A dans une séquence non codanteséasences connues du VRSH

contiennent 19 a 20 nt en moins, répartis sur tleuiengueur du génome.

leader

S o ) =

Position géne 45-573 1101-2302 3212-4041 4660-5507 7485-8054/8047-8453

578-1072 2282-3162 4077-4486 5552-7453 8402-14978

Longueur génes (nt) 528 494 1201 880 829 409 847 1901 569/406 6576

Longueur protéines (aa) 136 124 399 257 256 116 257 574 186 /93 2162

Figure 11 : Organisation générale du génome degisesi de VRSB (exemple de la souche 3761).

« Seéquences de début et fin de genes

La figure 12 présente les débuts et fins de géaiasi que les séquences intergéniques
pour les quatre souches étudiées ainsi que paouehe VRSH A2. Pour le VRSB comme
pour le VRSH, la transcription se fait de I'extrén8’ vers I'extrémité 5’. Les séquences de
début et de fin de genes sont les signaux de tnigtiea qui dirigent l'initiation et la
polyadénylation de chaque ARNm.

La séquence de début de géne des 4 souches de 8REB méme pour tous les genes
(GGGGCAAATA), sauf pour le gene L (AGGACAAAAT). Hlest également identique a
celle du VRSH (GGGGCAAATI[A/T]) soulignant I'imponee de cette séquence pour la
transcription (Collinset al, 2001). Ces séquences agissent de maniere autphalbhation
de GE inhibe de plus de 90% la transcription etdktion d’'une séquence GS aboutit a la

formation d’ARN bicistroniques le plus souvent rfonctionnels (Kucet al,1996).
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L’extrémité finale de chaque géne des VRSB esttdags par une séquence hautement
conservée de 12 a 21 nt, similaire au consensusi gé&fur le VRSH (AGTANNNAAAAA)
(Collins et al, 2001). Ce motif de 12 nt comprend un pentamerd (AG\) bien conservé,
puis un trinucléotide en A/T peu conserve, suivi @& moins 4 résidus A. Les séquences de
fin de gene des 4 souches de VRSB sont similarespeé pour I'extrémité finale du gene P
(deuxiéme nucléotide G ou A selon la souche). Maues les extrémités terminales du gene
G contiennent des résidus A surnuméraires pourstesches A2 et W2 de I'extrémité

terminale de G, sans que I'on en connaisse I'ingome.
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Figure 12 : Comparaison des séquences début eef

VRSB.
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e Séquences intergénigues

Par analogie au VRSH, les séquences intergéniquegies espaces ne contenant pas
de signal de polymérisation mais qui sont traverséesque la polymérase passe d’'un gene a
'autre. Les séquences intergéniques du VRSH semtcpnservées entre elles et varient de 1
a 56 nt (Collinset al, 2001), contrairement aux séquences a d’autresypaiovirus, comme
le VSV ou le virus Sendai, pour lesquels les ségeeimtergéniques sont courtes (3 nt) et tres
conservées. Pour les 4 souches de VRSB, les ségignergéniques du VRSB varient de 3 a
62 nt et sont plus ou moins conservées selon laeseg et selon les souches (Tableau 8) : les
séquences nucléotidiques entre NS1/NS2, N/P, P/M,sGnt identiques entre les 4 souches.
Pour les autres génes, les différences de séquennéeprincipalement des substitutions de
nucléotides, concernant pour la plupart la soudttd 3avec 57% (16/28) de substitutions par
rapport aux trois autres. En ce qui concerne laedce intergénique NS2/N, la souche 3761
est délétée d'un résidu G par rapport aux troiseaulors qu'un résidu A est inséré dans la
séquence intergénique NS2/N de la souche W2. @digue que les séquences non codantes

acceptent des délétions ou insertions de nuclégtademoins d’'un nucléotide.

Séquence intergénique Nombre de substitutions
NS2/N 7/57

3761 (4)>>A2(1), W2(2)
M/SH 4/21
SH/G 7/39

3761(5)>>W2(2)
FIM2-1 6/55

3761(4)>>W2(2)
Séquence chevauchante M2-1/M2-2 1/41

Sur W2
M2/L 3/62

3761(2)>>W2(1)

Tableau 8 : Nombre de substitutions (par rappo/Taue) au sein des séquences intergéniques auetopaiur

chaque souche.
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Le role de ces séquences intergéniques n’est pasdéifini. Bien qu’elles n’aient pas un
effet majeur sur la transcription (Kugt al, 1996), il semblerait que de trop nombreuses
mutations dans cette région pourraient entrainatélerochage de la polymérase lors de la
réplication virale.

» Séquences promoteur (leader) et terminale (trailer)

A chaque extrémité 3’ et 5 du génome il existe xde@gions dont la séquence
nucléotidiqgue est, en partie, complémentaire etsens inverse sur les 15 nucléotides
terminaux, et qui jouent un role promoteur surifi@ion de la transcription et de la
réplication virale. En 3’, le premier du génomeraegt est composé de 88 nucléotides pour le
VRSH (région « leader » + extrémité non codantecdegéne + signal d’initiation de
transcription du gene NS1). La séquence leaderRIBH/A2 est composée de 44 nucléotides.
Des études ont montré que les 11 premiers nucé&tig la région leader/ promoteur du
VRSH sont essentiels au recrutement de la polyreé&isonséquemment a transcription et a
la réplication de 'ARN viral (Cowton and Fearn€08). Pour la réplication, les nucléotides
16 a 34 de la région trailer ainsi que des séquesdaées en amont (155 nucléotides)
favoriseraient la transcription et I'encapsidatida I'antigénome, et donc la réplication.
(Fearnset al, 2000, 2002, 2005). Il n'existe pas de donnéedainas pour le VRSB.

La séquence Leader

Dans notre étude, la séquence Leader des VRSB egtosée de 45 nucléotides (nt).
Plus particuliéerement, les 3 souches virales éasdugésentent 100% d’homologie pour les 24
premiers nucléotides entre elles et pour les 1mhiams nucléotides avec le HRSV, confirmant
l'importance d’'une séquence unique pour la trapson et la réplication virale. Le degré de
parenté sur la séquence Leader complete varie & @htre W2 et 3761) a 100% (entre A2
Gelfi et ATue) et reste important quand on le coragavec les souches A2 et B1 du HRSV
(entre 80 et 82%). Les trois mutations ont étérdéteées en positions 26, 27 et 42, qui ne

sont pas connues pour étre déterminantes poupliaaton et transcription virale.

La séquence Trailer

La séquence Trailer du VRSB est une séquence dentléithe en nt A. Les 47

derniers nucléotides sont parfaitement conservésesiu des quatre isolats, et une seule
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mutation est déterminée dans les 97 derniers nimdio Quatorze mutations ont été
déterminées en positions 16, 22, 23, 24, 28, 2948149, 60, 61, 64, 114, sans que l'on
connaisse limpact de ces mutations. Au sein desdguence trailer, les 14 derniers
nucléotides (promoteur pour la transcription detigénome) sont parfaitement conservés au
sein depneumovirusPar contre, de grosses différences existent Egreequences VRSB et
VRSH pour le reste du trailer, séguences compdses les régions modulant I'efficacité de

la réplication virale.

A. 3’ Leader

1 45
3761 ACGCGAAAAAATGCGTATAACAAACTCGTACATCCAAABARC GGGG
BRSV W2 ACGCGAAAAAATGCGTATAACABRETACATCCAAAAAATC GGGG
BRSV A2 ACGCGAAAAAATGCGTATAACARAGTACATCCAAAABATC GGGG
BRSV ATue ACGCGAAAAAATGCGTATAACARAGTACATCCAAAARATC GGGG

HSRV A2 ACGCGAAAAAATGCGTACAACAAACTGCATAAACRAAAARAT-  GGGG

B.: 5 Trailer

14996 15052
3761 LBA CTCACATTATCTATACAGTTG TAATCACAAATTCCCACBATCTGTG TCCAACTC
BRSV W2 CTCACATTATCTATAAGTTACATOCCAAATTCCCACBATCAGTGCTCCAACTC
BRSV A2Gelfi CTCACATTATCTATA TAGTTGRCAATCTCAAATTCCCACBATCAGTGCTCCAACTC
BRSV ATue CTCACATTATCTATATAGTTATAATCTTAAATTCCCACRATCTGTE@TCCAACTC
HSRV A2 TAAAAATTAAAAATCATATAATTTTTTAAATAACTTTTAGTGAACTAATCCTAAAGT
15053 15128

AAATTCTACTGGTCAAGATCTAAACCAGAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGABTTTTATGTTGCAAG
AAACTCCACTGGTCAAGGTCTAAACCAAAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGABTTTTATGTTGCAAG
AAGCTCCACTGGTCAAGATCTAAACCAAAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGARTCTCTATGTTGCAAG
AAATTCCACTGGTCAAGATCTAAACCAGAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGABTTTTATGTTGCAAG

TATCATTTTAATCTTGGAGGAATAAATTTAAACCCTAATCTAATTGEBATEAGTATTAACTAAATTACGAG
15129 15158

AGGATAGTTTTTGATACTTTTTTTCTCGT

AGGATAGTTTTTGATACTTTTTTTCTCGT

AGGATAGTTTTTGATACTTTTTTTCTCGT
AGGATAGTTTTTGATACTTTTTTTCTCGT

ATATTAGTTTTTGARCTTTTTTTCTCGT

Figure 13 : Séquences (A) promoteur (Leader) etéBjinales (Trailer) des 4 souches de VRSB eted’un
souche de VRSH (données personnelles, Krempl 208ak)
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[11.2.2 Etude comparative du génome viral

* Degrés de parenté nucléotidique entrpneumovirus

La parenté entre les différents VRSB a d’abordeétéiée au niveau nucléotidique, en
comparant les génomes complets et pour chaque @§@@nsouche HRSV A2 est utilisée

comme souche représentative du VRSH. . Les résgtait présentés au tableau 9.

S\/‘I’r‘;fé‘:s ATue/ ATue/ ATue/ 3761/ 3761/ | W2/ | HSRV A2/
VRSB 3761 W2 A2Gelfi W2 A2Gelfi | A2Gelfi ATue
Génome 97,07 97,52 97,77 95,84 96,04 | 99,16
complet
NS1 96,58 95,83 96,95 95,82 96,20, 98,48 72,1
NS2 96,36 96,56 95,55 94,53 9352 97,98 75,7
N 98,17 98,50 98,42 96,84 96,92] 98,42 80,5
P 97,24 96,89 97,24 95,97 95,86 99,19 78,1
M 96,74 97,26 97,58 95,58 95,89, 99,26 79,9
SH 93,13 94,42 95,28 91,20 92,06) 98,17 60
92,86 95,6 95 90,24 90,60 98,21 46,3
F 96,32 97 ,90 98,16 95,69 96,17] 99,31 75
M2 97,46 98,49 98,49 96,88 96,98 99,17 72,6
L 98,13 98,33 98,37 97,15 97,17| 99,39 54,6

Tableau 9 : Pourcentage d’homologies pour les saqee nucléotidiques codantes

Globalement, le degré d’homologie du génome vistlé&evé et varie de 95,8 % a
99,2% entre souches de VRSB. Le degré de pareptadetlevé est observé entre A2-Gelfi et
W2 : avec plus de 99% de nucléotides identiques entre les souches A2 et W2 et la
souche de référence ATue. Les divergences lesimlogrtantes sont observées lorsque 'on
utilise la souche 3761, notamment quand on la coenpaec les deux autres souches de
VRSB isolées dans cette étude. Il n’existe pagyteerconnaissance, d’études comparant les

séquences completes des génomes de VRSH ou a@ndsres du genféneumovirus

Quand on s’intéresse aux degrés de parenté estdifférents genes, on constate une

disparité d’identité selon les génes étudiés. Qn pehématiquement définir trois groupes de
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genes. Les génes les plus conservés sont les geaerst pour la polymérase L (écart de 0,6 a
2,9%) puis M2 (0,8-3,2%d’écart) et F, P et M (0,389 d’écart). A l'inverse, on retrouve

deux génes plus divergents codant pour les glytéimes G (1,8-9,8% d’écart) et SH (1,9-

8,8% d’écart). Entre ces deux groupes restent @eesgavec un degré de divergence
intermédiaire, codant pour la nucléoprotéine (15-8t les deux protéines non structurales
NS1 et NS2 (1,5-4,2% et 2-6,5%). Ces résultats sianitaires a ceux précédemment décrits :
les degrés de divergence pour G et SH sont cexsasllis importants, mais restent largement
inférieurs aux différences observées (40-45% dtgaamtre souches de VRSH de sous-
groupes différents. On ne peut expliquer la plusiédahétérogénéité du VRSB par rapport au

VRSH, méme si des facteurs épidémiologiques saplitile souvent incriminés.

Par rapport a la souche VRSH A2, I'ordre de diveogesemble Iégerement différent
avec un ordre de parenté décroissant suivant : RHNB2-F-NS1-SH-L-G. Cela peut paraitre
surprenant notamment pour le gene L qui code poyomolymérase, dont les fonctions sont
communes entre les deux virus. En fait I'analysetm@oque les 4 domaines fonctionnels sont
trés conservés entre les deux virus. Par aillagglernier résultat est simplement indicatif

car nous n’avons inclus qu'une séquence de VRSH dags le tableau.

Afin de poursuivre notre analyse, nous avons engrep’établir des arbres
phylogénétiques entre les 3 souches de VRSB isod@esomparant les génomes complets,

mais aussi les genes G, N et F, pour lesquelsdispssons d’un grand nombre de données.

» Arbres phylogénétiques du VRSB

Disposant de plusieurs séquences de génomes ceraptet autres pour les virus VRSH,
MPV (Pneumovirus Murin), et APV (Pneumovirus Av&ir nous avons réalisé une
comparaison des membres de la sous-fafRileumovirinaeLes résultats sont présentés a la
Figure 14. Brievement, et comme attendu, les séspsede VRSB sont toutes regroupées
dans une méme grappe ou cluster de genes, etrsahiep du cluster des souches de VRSH
avec lequel elles forment le genre pneumovirusiebeement, les souches de Pneumovirus
de la souris, qui appartiennent aussi au geéneumovirusforment un groupe indépendant et

intermédiaire entre VRSB/VRSH et les MetapneumavirvAinsi les différences
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nucléotidiques entre le VRSB et le Pneumovirusadsolris ou les Metapneumovirus humain
et aviaire sont proches, comprises respectivemeine,e46,6-46,7%, 48,1-48,3% et 54,3-
54,4%. Ces résultats sont conformes a ceux dégnobtKrempkt al, 2005).

Au sein desPneumovirusles différences en nucléotides entre les soubtfitSH et de
VRSB varient entre 26,5 et 27, 2% alors que cdgreifices sont comprises entre 0,8 et 4%

entre souches de VRSB (voir tableau 9)

NA| HRSV LongA2 seq
HRSV VR-26 seq
HRSV 19.seq
HRSV rA2Cp.seq
HRSV 08-25147 seq
HRSV S2.seq
| HRSV 9320.seq
100.0 HRSV B1.seq
100.0r VRSB-A2 Gelfi.seq
98.9 VRSB-W2.seq
100. VRSB-ATue.seq
100.0 VRSB-3761.seq
08. Meatapneumo BJ1887 seq

100.0

100. Metapneumo HMPVgz01.seq
87.6 Metapneumo CAN 87-83.seq
1 100.0! 100.0r— APV Colorado.seq
Avian metapneumo.seq
APV LAH-A seq

100.({ Mice pneumovirus J3666.seq
Mice pneumovirus 15.seq

T I I I I I

60 50 40 30 20 10 0
Nucleotide Substitutions (x100)
Bootstrap Trials = 1000, seed = 111

Figure 14 : Arbre phylogénétique avec racine desogées des membres de la sous famille Pneumoviridae

Pour analyser plus en détail I'évolution des soactie VRSB, nous avons réalisé des
analyses phylogénétiques sur une partie des geodamnicles protéines G, F et N, pour

lesquels nous disposions d’'un nombre conséquesggleences.

* Analyse phylogénétique du géne G

L’analyse phylogénétique a été réalisée en comparenséquence de 438 nucléotides du
gene G (position nt 262-700) des 3 souches isal¢es 61 séquences, sélectionnées pour leur

non-redondance, connues dans les banques de dpmmésms prenant comme racine une

séquence similaire de HRSV et de ORSV . Les rédsustant présentés dans la Figure 15.
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A)

ag

ORSVGsea
HRSVE G 18537.seq

a0 ss5 so 25 20 1s
Nucleotide Substitutions (x1.00)
)

Bootstrap Trials = 1000 a=12a

BRSV G Bl.seq
BRSV G Cl.seq
BRSV G Fl.seq
BRSV G Al.seq
BRSV G 394.seq
BRSV G P10.seq
BRSV G A2 Gelfi.seq
BRSV G Jl.seq
BRSV G P2.seq
BRSV G 58P.seq
BRSV G 88P.seq
BRSV G W2.seq
BRSV G 8352.seq
BRSV G Pl.seq
BRSV G G2.seq
BRSV G Il.seq
BRSV G P6.seq
BRSV G P3.seq

B) a16]

98.8 — BRSV F KLseq
100.0 ﬁRS\/ G 75P.seq
BRSV G K2.seq

BRSVG W6.seq
BRSV G 5761.seq
BRSV G 90504.seq
BRSV G V347.seq
BRSV G Dorset.seq
BRSV G VC464.seq
BRSV G Snook.seq
BRSV G WBH.seq
62.7 BRSV G 9402020.seq

BRSV G 9510236.seq
BRSV G 9510237.seq
BRSV G 9511581.seq
BRSV G 8307027.seq
BRSV G 87LU195.seq
BRSV G 9616348.seq
BRSV G 9510597.seq
BRSV G 9304899.seq

BRSV G 9510796.seq

234 281 7h8

100.0 [~ BRSV G 271SW.seq
89.8 BRSV G 4556SW.seq
BRSV G 37NL.seq

BRSV G FV160.seq

BRSV G Lelystadt.seq

BRSV G MVR553.seq

BRSV G RB94.seq

BRSV G 220-69W2.seq

41.7
412 BRSV G NMK7.seq

995 BRSV G 4642.seq
e —
BRSV G BovX.seq

BRSV G 375 5ATCCL109250.seq
BRSV G 375.seq

110925 seq G.seq

BRSV G 08413.seq

BRSV G FS-1.seq

BRSV G L08410.seq

95.1 - BRSV G 391-2.seq
M58307 seq G.seq
7.2 BRSV G L08412.seq
BRSV G L08417.seq

53.9 | BRSV G L08415.seq
2.6 [ BRSV G L08416.5eq
BRSV G L08411.seq
BRSV G 8561330.seq

BRSV G 3761.seq

BRSV G L08414.seq
ORSV G.sec

Figure 15 : Arbres phylogénétiques sur la séquaengaéotidique de G (position nucléotidique 262-760re

les souches 3761, A2-Gelfi et W2 en comparaisoa lageséquences d'isolats de VRSB obtenus a pladir

banques de données. (Programme MegAlin, DNAstagrijas, alignement multiple par le programme
CLUSTAL W). A) arbre phylogénétique global, B) giesement sur les séquences VRSB.
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Au sein dePneumovirusles différences en nucléotides entre la souch8WIt les
différentes souches de VRSB varient entre 64,8&% pour le géne G (déduit du calcul de
I'arbre, non montré), alors que les différenceseedifférentes souches de VRSB sont de 0,1
a 16,7%. Ces données confirment le caractere hgpable de ce gene. Ces résultats de
parenté nucléotidique sont supérieurs a ceux oésdonrsque I'on compare l'entiereté du
géene G (Tableau 9). Cela s’explique par la loctadisaet la longueur de la séquence utilisée
pour I'amplification (zone hypervariable) pour lanstruction des arbres phylogénétiques, et
ou l'élargissement du nombre de séquences expdoitd@si les souches A2 Gelfi et W2
apparaissent tres proches (2,8% de differencegatigiique) alors que les différences entre la
souche 3761 et les souches A2 Gelfi et W2 sondedt 13,1%.

L’arbre phylogénétique de G permet de définir 5 gréupes génétiques avec des
résultats globalement similaires a ceux décritsMaarcheret al. (2000) (voir Figure 8, page
74). Toutefois les scores de bootstrap sont reatent faibles pour les séparations entre
groupes phylogénétiques et les analyses statistique permettent pas de différencier
clairement les sous-groupes 1 et 2. Ces différeaves les résultats de Valarchetr al.
(2000) peuvent s’expliquer par la méthode utiliséeu I'adjonction de nouvelles séquences
depuis 2000, qui affinent I'arbre phylogénétiqua. inéthode utilisée est tres similaire : le
choix d’'une séquence VRSH et VRSO pour enracir@bie, un alignement par le méme
programme Clustal, la méme région séquencée etrhre aonstruit sur le méme principe

(méthode Neighbor-joining).

Selon Valarcheret al. (2000), il existe une évolution a la fois géogigpk et
temporelle du VRSB. Ainsi les souches américaioes gratiquement toutes regroupées dans
un sous-groupe, et les souches européennes dains so@s-groupes, en fonction de la date
et du lieu de lisolement. En France, et notamnaamis le Sud-Ouest, les souches isolées de
1985 a 2000 étaient toutes regroupées dans lepaeg@énétiques V et VI. Les souches A2
Gelfi et W2, isolées dans notre étude en 1996 @0,20onfirment ces données puisqu’elles
appartiennent au groupe V. Cependant, depuis 288@x publications sont parues sur la
phylogénie des souches anglaises (Nettletoal., 2003) et suédoises de VRSB (Bidokéiti
al., 2012). Si les souches suédoises forment un grprgmhe des souches danoises (groupe

II), sept des huit souches isolées en Grande Bretagtre 1997 et 1999, a partir de cas
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cliniques respiratoires séveres sont comparablphistproches des souches isolées aux USA

gue d’autres souches anglaises ou récemment idestén Europe.

Dans notre arbre phylogénétique, le premier graugverger est le groupe génétique
lll des souches américaines, qui contient notamnteersiouche VRSB 3761. Cette souche
présente un pourcentage moyen de divergence aveaaties souches de VRSB compris entre
7,9 et 16,7%. Ainsi nos résultats montrent que stmsches de génotypes différents co-
circulent dans une méme région sur une periode ates3Par ailleurs, une de ces souches, la
3761, appartient au génotype lll, dans lequel ae@ouche n’avait été isolée en France. Ce

résultat est en accord avec celui obtenu en Graretagne (Nettletoet al, 2003).

* Analyse phylogénétique du géne F

L’analyse phylogénétique a été réalisée en comparasequence de 742 nucléotides du
gene F (position nt 512-1254) des 3 souches isal¢es 26 sequences sélectionnées dans les

banques de données. Les résultats sont présentetadagure 16.

Au seindes Pneumovirydes différences en nucléotides entre la souch&WRt les
différentes souches de VRSB varient entre 26,2 £t92.

Au sein des différentes souches de VRSB, ces diftias sont de 0,1 a 5,6%, ce qui
confirme le caractére conservé de ce gene. Leshesuk? et W2 apparaissent trés proches
(0,5 % de différences nucléotidiques), alors qedéérences entre la souche 3761 et les
souches A2 Gelfi et W2 sont de 5,6 %. C’est la Beu¢RSB 3761 qui présente le plus de

divergence moyenne avec les autres isolats de (BSE 5,6%).

Le nombre de séquences disponibles pour F ne pgrasetine séparation en 6 groupes
génétiques, mais globalement, I'arbre phylogénéticpnfirme les différences observées pour
le géne G et notamment entre les souches 3761 EeX2W2.
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Figure 16 : Arbres phylogénétiques sur la séquengdéotidique de F (position nucléotidique 512-13%htre
les souches 3761, A2-Gelfi et W2 en comparaison lageséquences d'isolats de VRSB obtenus a pladir
banques de données. (Programme MegAlin, DNAstasrgas, alignement multiple par le programme
CLUSTAL W). A) arbre phyogénétique global, B) gsesaent sur les séquences VRSB
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* Analyse phylogénétique du géne N

L’analyse phylogénétique a été réalisée en comparasequence de 690 nucléotides du
gene N (position nt 162-852) des 3 souches is@ees 24 séquences sélectionnées dans les

banques de données. Les résultats sont présentetadagure 17.

Au seindes Pneumovirydes différences en nucléotides entre la souch&WRt les
différentes souches de VRSB varient entre 23,14¢9 %, des niveaux identiques a ceux

observés pour le géne F.

Au sein des différentes souches de VRSB, ces dift&as sont de 0,1 a 4,5%, un écart
légerement moins grand que celui observé pourre e ce qui la aussi confirme le caractere
conservé de ce gene. Les souches A2 et W2 appartisss proches (0,4 % de différences
nt) alors que les différences entre la souche &léds souches A2Gelfi et W2 sont de 3,7 et
3,9 %, respectivement. La encore, la souche VRSEL 3tésente le plus de divergence

moyenne avec les autres isolats de VRSB (1,9%%)4,5

Les observations a partir de I'arbre phylogénétiopomtrent des résultats tres similaires a
ceux observés pour I'arbre phylogénétique de Fsitrdlarité des résultats pour les génes F, G
et N suggére une évolution similaire pour les 3egéravec une pression de sélection plus
importante sur le gene G. Globalement les pourgestade différences nucléotidiques
observés lors de notre étude sont supérieurs ddre étude que ceux obtenus par Valarcher
et al (2000), a savoir 15,6%s 8% pour G, 5,6/s 2% pour F et 4,4s 2% pour N. Cela
s’explique par le taux de divergence plus élevérpes souches récemment isolés et de
génotype I, dont la souche VRSB 3761. Ces tauxdifi€rences restent cependant tres
inférieurs a ceux observeés entre souches de ditleswus-groupes de VRSH (>35% pour G,
>20% pour F et >16% pour N).
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Figure 17 : Arbres phylogénétiques sur la séquengaéotidique de N entre les souches 3761, A2-Eelfi2
en comparaison avec les séquences d’isolats de \6B®BuUs a partir des banques de données. (Progeamm
MegAlin, DNAstar Lasergen, alignement multiple [gaprogramme CLUSTAL W).
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[11.3 Analyses des séguences amino-acides déduites

[11.3.1 Organisation générale

La position des phases ouvertes de lecture (OR¥§ abtenue a partir de I'analyse
des séquences completes (Tableau 9). Les ORFgipté&snobtenues sont similaires pour les

3 souches de VRSB étudiées.

NO POSITION PROTEINE NBRE DE NT NBR E D'AA DEB FIN
1 1- 114 114 38 TGA
2 99- 506 NS1 408 136 ATG TAG
3 609- 980 NS2 372 124 ATG TAG
4 1165- 1293 129 43 ATG TAA
6 2299 - 3069 P 771 2 57 ATG TGA
7 3216- 3983 M 768 2 56 ATG TAA
8 4159 - 4506 SH 348 1 16 ATG TAA
9 4478 - 4624 147 49 ATG TAA
10 4612- 4737 126 42 ATG TAA
11 4897 - 5034 138 46 ATG TAA
12 4677 - 5471 G 795 265 ATG TAA
13 5529- 5684 156 52 ATG TAG
14 5566 - 7287 F 1722 574 ATG TGA
15 7519- 8076 M2-1 558 186 ATG TAA
16 8063 - 8341 M2-2 279 93 ATG TAG
17  8410- 14895 L 6486 2162 ATG TAA

Tableau 10 : Position des ORFs potentielles powgdache 3761. Les séquences restées en noir ne
correspondent a aucune ORF connue.

L’analyse a montré qu’il y avait 16 ORFs potenéslidont 11 étaient connues comme
séquences codantes pour les protéines virales5 laegres ORFs codent pour des protéines
hypothétiques de petite taille (entre 38 et 52 elape correspondent & aucune protéine décrite
jusqu’a présent dans la littérature. L'ordre dd&deéntes ORF est, bien sir, identique a celui
décrit pour le VRSB ATue et le VRSH .
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[11.3.2. Degrés de parenté entre les differentes@R VRSB

Le tableau 11 présente les degrés d'identité efea@minés (aa) entre souches de VRSB.

ATue/ | ATue/ | ATue/ 3761/ 3761/ w2/ HSRV(A2)/
3761 w2 A2Gelfi w2 A2Gelfi A2Gelfi ATue
NS1 | 95,59 98,53 98,53 95,59 95,59 100 67.1

NS2 | 99,19 99,19 98,39 98,39 97,58 99,19 84

N 99,75 99,5 99 99,25 98,75 99,5 93,9
97,28 98,44 98,44 97,28 96,5 99,22 80,6
M 99,21 99,61 99,21 99,61 99,21 99,61 89,1
SH 83,62 89,66 89,66 81,03 81,03 98,28 46,2
G 87,55 92,61 93,38 84,44 84,05 96,20 26,8
F 96,34 98,43 98,78 96,52 96,86 99,30 80,0
M2.1| 99,46 99,46 98,92 98,39 99,46 98,92 76,9
M2.2 | 94,62 97,78 97,85 94,45 95,70 97,79 41,8
L 99,07 98,80 98,66 98,20 97,96 99,49 84,1

Tableau 11 : Degré d'identité entre souches posrsiéquences en acides aminés déduites

La diversité entre souches de VRSB montre des aiitéié avec ce qui est observé
pour le VRSH : les protéines les plus conservéaslss protéines « internes » et la protéine
F, alors que les protéines SH et G sont les pkergéntes entre souches (Johnson et Collins,
1988b).

Si on se référe aux écarts de parenté entre leBY&Speut définir un ordre comme
suit, allant du plus au moins conservé : L-M-N-N@2:1< P-NS1-F< M2.2< G-SH. Les
séquences en acides aminés les plus conservéeblSanN, M, M2-1 et L : plus de 99%
d’homologie entre souches de VRSB et plus de 84%mdblogie avec la souche VRSH A2.
Les protéines NS1, P, F et M2-2 présentent desdejnomologie variant de 94 a 98% entre
souches de BRSV. Enfin, les protéines G et SH Emimoins conservées avec de nettes

différences entre souches: Les souches A2 et Wszprént des degrés d’homologie de 96 et
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98% pour G et SH alors que les souches 3761 et M&kptent des degrés d’homologie de
84% pour G et 81% pour SH. Si on compare par rapgptordre de parenté des séquences
nucléotidigues des génes (L-M2-F-P-M-N-NS1-NS2-SH-Gn retrouve globalement le
méme ordre, excepté pour les protéines non stalesiet notamment NS2, dont la séquence
en acides aminés est conservée et la séquencetidigiée du gene variable. Par ailleurs, les
protéines G et SH sont les seules pour lesquedlatedré de parenté des séquences en acides
aminés est plus faible que le degré de parenté sétquences nucléotidiques. Ceci suggere

gue les substitutions d’acides aminés sont pari@rhent retenues.

[11.3.3 Substitutions synonymes/ non synonymes

Nous avons par la suite calculé le rapport entee debstitutions entrainant un
changement (non synonyme ou NSyn) ou non (synomurfeyn) d’acide aminé pour chaque

séquence et pour 'ensemble des souches (Tablgau 12

AA (n) NSyn (n) Syn (n) Rapport % NSyn
NSyn/Syn

NS1 136 6 9 0,66 40

NS2 124 3 17 0,18 15
N 399 5 34 0,15 12,8
P 257 9 17 0,53 34,6
M 256 5 27 0,18 15,6

SH 116 13 7 1,85 65
G 257 58 32 1,81 64,4
F 574 27 50 0,54 35,1
M2.1 186 6 13 0,46 31,6
M2.2 93 7 5 1,4 58,3
L 2162 53 166 0,32 24,2

Tableau 12 : Substitutions synonymes et non syresipour chaque séquence en acide aminés et pouioigs
souches étudiées
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Il apparait clairement des différences dans le @afjacceptation des changements
d’acides aminés en fonction des genes. On peuhgligtr plusieurs groupes de séquences
selon la valeur du rapport mutations non synonymmegations synonymes :

» NS2, N et M ont un dNSyn/dSyn compris entre 0,16,#8, elles acceptent donc tres
peu les mutations non synonymes. Les protéinesecn@es sont des protéines
structurales (N et M) et une protéine non strué¢uNS2. Plus particulierement pour
NS2, qui est apparue variable dans sa séquencéotididue, la grande majorité des
substituions n’entrainent pas de changement d@&aguc est totalement différent pour
NS1 ou le rapport NSyn/Syn est de 0,66. Le roléN8& et de NS2 est de réguler la
réponse immunitaire non spécifigue de I'héte enibaht les facteurs IFNP.
l'infectiosité de VRSB mutant délétées en NS1 eR NSt limitée chez les veaux en
modele expérimental (Valarcher and Taylor, 2008urRe VRSB, il a été montré que
NS2 jouait un réle majeur I'effet inhibiteur le glfiort par rapport a NS1, alors que le
contraire était observé pour le VRSH. Sans avoicetétudes, on peut imaginer que
NS2 tolere moins les mutations non synonymes popWRSB ,en raison de son réle
plus important dans la pathogénicité virale.

» NS1, P, F, M2-1 et L ont un dNSyn/dSyn compris @32 (L) et 0,66 (NS1) alors
gue les rapports dNSyn/dSyn, compris entre 1,488, kont les plus élevés pour les
genes hypervariables G et SH , conformément a ca té observé précédemment
pour le VRSH (Johnson et Collins, 1989). Ces dosmwéafirment aussi la capacité du
géne G a tolérer un grand nombre de changement&deésaminés sans altérer sa
fonction (Deplancheet al, 2007). Il sera interessant dans une prochaiageétie
localiser les points de mutations, par rapport @omaines connus pour jouer un réle

dans la fonction de la protéine ou dans son pouroitunogene.

> La glycoprotéine F est avec G, une protéine immanuodante, a l'origine de la
production d’anticorps neutralisants. Contrairen®R, elle reste trés conservée avec
un rapport NSyn/Syn toutefois relativement élevéelpourrait que certaines régions
du gene n’acceptent aucune mutation nucléotidigoenme le laisse suggérer une
analyse plus précise de son géne (données noné@as)ten rapport avec son activité

de fusion entre enveloppe virale et membrane plgsmi
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Lorsque I'on s’intéresse aux mutations NSyn et Sgour chaque souche (Tableau 13),
on s’apercoit que les rapports ne sont pas les méeien les souches, notamment entre 3761
et A2 Gelfi/W2. Pour exemple NS1 tolére beaucous gle Nsyn pour la 3761, ce qui n'est
pas le cas pour les souches A2 Gelfi et W2. Dd&rdifices modérées existent aussi pour N, F
et L. Pour G et SH, les taux de mutations sontlaires pour les trois souches. Globalement,
c’est la souche 3761 qui accepte le plus de muisticon synonymes. Nous n’avons pas
d’explication claire sur ces différences entre $mscde VRSB

ORFs/Souches 3761 A2 W2
NS1 0,83 0,14 0,14
NS2 0,14 0,11 0,10

N 0,05 0,28 0,14
SH 2,2 2 1,66
P 0,66 0,44 0,33
M 0,33 0,25 0,13
G 1,38 1,23 1,26
F 0,58 0,30 0,34
M2.1 0,25 0,28 0,42
M2.2 1,25 2 1
L 0,21 0,40 0,35

Tableau 13 : Rapport NSyn/Syn pour chaque souaheapport a VRSB ATue, calculés pour tous les ORF
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I11.4 Etude comparative du pouvoir pathogene

Compte tenu des différences observées entre lessisaats de VRSB, nous avons
cherché a savoir si ces souches avaient un poyatitogene différent. Des infections
expérimentales avaient préalablement été réaliseesles veaux de race identique, d’age
identique et selon un protocole d’infection trewikire. Toutefois, ces expériences n’ont pas
été menées au méme moment et au méme endroitoRsgquient, les données qui suivent

doivent étre interprétées avec précaution et rjahine valeur indicative.
[11.4.1 Suivi clinique

Deux séries d’expérimentations ont été realisée20@4 a 2005. Dans la suite de I'exposeé,

nous décrirons les 5 lots d’animaux en utilisaatdénominations suivantes :

- VRSB 3761: veaux infectés avec la souche 3761

- VRSB A2 Gelfi: veaux infectés avec la souche VRSBQ@elfi

- VRSB W2: veaux infectés avec la souche VRSB W2

- Témoin 1 : veaux non infectés, pour le lot tétmaen’dxpérience avec 3761

- Témoin 2: veaux non infectés, pour le lot témoe l@éxpérience avec les autres

souches

Scores cliniques

Les moyennes des scores cliniques par lot et pasfnt représentées sur la figure 18.
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Figure 18 : Moyennes (et écarts types) des scdmagjges pour les lots 3761, A2 Gelfi, et W2

Pour les lots VRSB A2 Gelfi et VRSB W2, il n'y agde différence significative dans
l'intensité et I'évolution temporelle des signesicjues. Par contre, une différence dans le
délai d’apparition, dans la cinétique d’évolutionl’entensité de la maladie a été observée
entre les souches W2/A2, et 3761. Les signegjcles apparaissent en moyenne a J1 p.i pour
le lot A2 Gelfi, a J2 p.i pour le lot W2 et a J4gmour le lot 3761.

Pour le lot A2 Gelfi, le pic clinique moyen estedtit a J8 p.i pour une valeur de 8,46
+/- 3,13. La courbe démarre a J1, croit fortemesgy’a J2, se stabilise entre J2 et J6, croit
fortement entre J6 et J8, et décroit progressimeraepartir de J8. Pour le lot W2, le pic
clinigue moyen est atteint a J3 p.i pour une vatku6,34 +/- 0,91. La courbe démarre a J2 et
décroit progressivement de J4 a J6, puis varieeed& et J9, pour enfin décroitre
progressivement a partir de J9. Pour le lot 37&pjd clinique moyen est atteint a J7 p.i pour
une valeur de 19,5 +/- 7. La courbe démarre a it fortement jusqu'a J7 puis décroit

fortement jusqu’a J12 jusqu’a des valeurs presaliesn

Globalement les écart-types sont importants posr déférents groupes et plus
spécifiguement le groupe 3761 (0 a 9,25). Ces doxtariations montrent une grande

hétérogénéité intragroupe pour le lot 3761. Cadaique par le fait que des signes cliniques
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séveres d’affection respiratoire n’ont été obsemués pour le groupe 3761, et seulement pour
2 veaux sur les 5 inoculés. La présence de sigimegues séveres sur une partie seulement
des animaux est conforme a ce qui a été observé l@anconditions naturelles ou lors
d’expériences précédentes (Elisal). Pour diminuer l'effet de la variabilité indiwielle, il
serait nécessaire d’augmenter le nombre d’animastés et/ou de mieux standardiser le fond
génétique et le statut sanitaire des veaux. Tosteflans ce cas, on s’éloigne des conditions
naturelles d’infection par le VRSB.

Si on compare les scores cliniques entre les 3pgmudes différences significatives
(ANOVA avec correction de Bonferroni) sont obses/@atre le groupe 3761 et les groupes
A2 Gelfi et W2, de J6 a J8 post-infection. La vente de la souche 3761 semble donc étre
plus forte que pour les autres souches étudiées.

» Températures et fréquences respiratoires

Les courbes de température rectale (TR) et de érémpurespiratoire (FR) sont présentées

respectivement dans les figures 19 et 20.

En ce qui concerne les lots témoins, on ne notedpasiodification significative de la
température et de la fréquence respiratoire auscdas expérimentations. Cependant les
valeurs moyennes de fréquences respiratoires samtefevées pour I'expérimentation 2 que

pour la 1, soulignant les différences liees auxdd@ns expérimentales.
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Figure 19 : Moyennes (et écarts types) des fréqeenespiratoires pour les lots 3761, A2 Gelfi, \&t2es

témoins 1 et 2

A JO, la fréequence respiratoire moyenne est de 26,8 mouvements/minutes pour la
souche A2 Gelfi, et de 25,5 +/- 5 mouvements/mimpger la souche W2. Pour les lots A2
Gelfi et W2, les courbes de fréquences respirat@tgvent des profils similaires. Le pic de
FR moyen est atteint & J3 avec 37,5 +/- 6 mouveshaintute pour A2 Gelfi et a J2 et J7 avec

35,5 +/- 6 mouvements/minute pour W2.

Pour la souche 3761, la fréquence respiratoire a e30 de 21 +/- 3
mouvements/minutes. La courbe démarre a J3 etlepyen est atteint a J8 avec 51 +/- 20
mouvements/minutes. Les écarts types varient d2®2raouvements/minutes autour de J8, ce

gui montre, la encore, une forte hétérogénéitagmnbupe autour du pic.
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Figure 20 : Moyennes (et écarts types) des tempégatpour les lots 3761, A2 Gelfi, W2, et témoin 1

La température rectale moyenne a JO est 38,8 +/2@ pour le lot A2 Gelfi et 38,7
+/- 0,2 °C pour le lot W2. Pour le lot 3761, la fgrmature rectale a JO est de 38,7 +/- 0,2 °C.
Une augmentation de la température rectale est\adesa J1 pour les lots A2 Gelfi et W2. Le
pic moyen de température est atteint a J2 poudees lots, avec des valeurs moyennes de 40
+/- 0,4 pour A2 Gelfi et 39,9 +/- 0,4 °C pour W2ed_températures décroissent ensuite de
facon quasi similaire pour ces deux lots jusqu'apdér A2 Gelfi et J7 pour W2, pour
connaitre un nouveau pic a J8 a 39,3 +/- 0,6 °Q jpesideux souches. A partir de J9, les
températures se stabilisent & nouveaux autour d#@8Les différences sont significatives

entre le lot témoin et les groupes A2Gelfi et WR2a

Pour le lot 3761, une |égere augmentation de |péeature est observée a J6 avec une
croissance progressive jusqu’a un pic de temp@&atJl0 a 39,3 +/- 0,7°C. Les températures
restent élevées entre J6 et J12, comprises enee3B3°C. Toutefois les différences ne sont

pas significatives avec le groupe controle.
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[11.4.2 Virologie

Le suivi virologique du VRSB a été réalisé direatenpar RT-gPCR a partir des
écouvillons nasaux des veaux infectés. Aucun wraspu étre détecté chez les animaux
contrbles non infectés. Les résultats sont présemt@ Figure 21, indépendamment pour les
deux expériences, car la nature du gene cellutapporteur est différente. Par comparaison
aux gammes plasmidiques (données non montrées)urseirméme PCR, les quantités
obtenues pour les génes GAPDH étaient en moyenn&idOsupérieures aux quantités
obtenues d@-actine. Les données sont exprimées polrcbies deB-actine pour le groupe
3761 et pour 1copies de GAPDH pour les groupes A2Gelfi et W2.

Pour les deux expériences, du VRSB a été déteetgtons les animaux des jours 1 a
15 apres inoculation expérimentale. Les pics mog@paraissent similaires entre le jour 5 et
7 post-infection pour les 3 souches virales. Lem@ds virales apres infection par la souche
VRSB 3761 apparaissent plus importantes (pic excrédt aires sous la courbe) qu'apres
infection par les souches W2 et A2Gelfi. Il est tédais impossible de conclure
définitivement, compte tenu des biais liés a lahoéblogie. 1l n’y avait aucune différence

significative entre les souches A2Gelfi et W2 Idesla Z expérience.

La variabilité individuelle est apparue plus impote lors de cette®Zxpérience,
notamment pour le groupe infecté par la souche Al#.&ela s’expliquerait en partie, par les
cinétiques décalées entre les différents individus.
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Figure 21 : Charges virales mesurées pour la sol8H&l puis pour les souches A2 Gelfi et W2.

[11.4.3 Réponse sérologique

Les réponses sérologiques en IgM et IgG ont étdysdes a l'aide de trousses
commerciales. Brievement, les veaux inoculés aegec3l souches de VRSB font tous une
réponse en IgM entre 6 et 8 jours et en IgG totalese 9 et 12 jours aprés infection

expérimentale, sans différence entre les 3 soustineées.
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[11.4.4. Discussion sur les expérimentations anesal

Les trois souches étudiées sont issues d’isotdlisctés dans des élevages présentant
des signes cliniques plus ou moins séveres diitiecd VRSB. Si les fiches d’anamnése
semblent indiquer que seule la souche 3761 adteeis’'un veau avec syndrome de détresse
respiratoire, il est cependant impossible de coactuune plus forte pathogénicité de cette
souche sur base de fiches non standardisées etiradf@bservations cliniques réalisées sur
un animal et non sur le lot ou le troupeau. Mémd sst aussi impossible de conclure
définitivement sur la plus grande virulence dedache 3761 aprés infection expérimentale, il
n’en reste pas moins que la reproduction de sighesjues de détresse respiratoire n’a été
possible qu'avec cette souche. La souche VRSB3/6& plus, montré sa pathogénicité dans

d’autres expériences (Boxasal,.2007).

D’aprés I'étude clinique, la souche la plus patmege(3761) n'‘a pas entrainé
d’hyperthermie majeure chez les veaux inoculégsaip’un pic rapide et transitoire a été
observé pour les souches A2 Gelfi et W2. Ces m#sulsont surprenants car, dans les
conditions naturelles, I'hyperthermie est considécémme le parametre le plus précoce a
prendre en considération pour le choix du traitdmedes bronchopneumonies. Cette
différence s’explique par les conditions expérirateg mais aussi par le fait que sur le terrain
de nombreux facteurs interviennent, notamment les-infections bactériennes.
L’hyperthermie et la réponse inflammatoire précpoeirraient aussi avoir un réle sur la
multiplication locale du virus et sa capacité u#ére a induire des signes cliniques. Il semble
en effet que les VRSB A2 Gelfi et W2 se répliquerdins efficacement dans la muqueuse
nasale que la souche 3761. Malheureusement, ilpa® été possible de comparer la
réplication virale dans I'appareil respiratoire fored pour des raisons techniques. C’est
pourtant I'atteinte pulmonaire qui est responsaleléa gravité des signes.

A l'inverse de la température rectale, la fréequerespiratoire est bien corrélée aux scores
cliniques observés avec des tachypnées séveresdprBbpour une valeur de référence < 30

bpm) sur certains veaux du groupe 3761.
Ces observations suggéerent donc que différentotyqiss de VRSB pourraient circuler.
La littérature n’apporte que tres peu de donnéed’éuentuelles différences de pathogénicité

entre souches virales. Les seules données contdragénuation du pouvoir pathogéne
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d’'une méme souche. Sur le terrain, il apparaitiadifiicile de cerner le probleme, compte
tenu du grand nombre de facteurs favorisants aligpésants qui influencent la réponse
clinique des animaux infectés. Dans ces conditisagle une expérimentation menée dans les
mémes conditions et sur des animaux similaires rpudéfinitivement répondre au
probleme.

D’aprés I'étude phylogénétique, la souche 3761 BSH est éloignée des souches A2 et
W2, et serait plus proche des souches américagmespe Ill). Cet éloignement pourrait étre

corrélé a un pouvoir pathogéne plus important.
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CONCLUSION
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Dans cette étude, nous avons déterminé les séguenogplétes de trois isolats de
terrain récents, provenant d’élevages a fort sighiesques, situés dans le sud-ouest de la
France. La connaissance de ces séquences a peroisngarer les souches entre elles par
analyse phylogénétique et de les placer au seisods-groupes génétiques établis par
Valarcheret al. en 2000, et ainsi d'apporter de nouvelles donrstégsla circulation des

souches de VRSB en France.

Nous avons mis en évidence la co-circulation dansud-ouest de la France de
souches (VRSB A2 Gelfi et W2) appartenant aux ggospes génétiques V et VI, comme la
plupart des isolats francais séquencés jusqu’eptd¥alarcheeet al, en 2000, données du
laboratoire non publiées). Nous avons aussi idéntgour la premiére fois, une souche
(VRSB 3761) appartenant au sous-groupe lll, comierraajoritairement des souches
américaines. En 2003, Nettletehal, sont arrivés au méme constat sur huit isolatedain
anglais. En les comparant avec les séquences dg®de VRSB provenant d’autres pays, il
est apparu que les isolats anglais récents étpiestproches des isolats américains que de
ceux précédemment collectés en Angleterre et que cieculant durant la méme période en
Europe. Alors qu'une évolution spatiale et temderdu VRSB avait été mise en évidence
par Valarcheet al. en 2000 pour les souches locales, ces résultat#esut une interrogation

sur la co-circulation de souches européennes af@mes en Europe.

L’origine de cette co-circulation du VRSB entre Bmiches “frangaises” (VRSB A2
GELFI et W2) et une souche “américaine” (VRSB 376&3¥te méconnue. Néanmoins
plusieurs hypotheses peuvent étre émises :

» La premiere hypothése serait l'introduction de $mscaméricaines en Europe par
'augmentation des échanges internationaux de Bdvamsportés entre les Etats-Unis
et le continent américain. Les importations de bswivants et les concours bovins
sont autant de situations a risque quant a lalation de pathogénes. Cette hypothése
a été reprise dans d’autres études génétiquegrgasant a I'herpésvirus bovin de
type 1 (BoHV-1) et au virus de la diarrhée viralevine (BVDV) : certains isolats
anglais étaient plus proches des souches viraleglamt au Etats-Unis que de celles
circulant en Europe (Nettletaat al.,2003).
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» Une seconde hypothése, moins probable, seraitdfégpgm de souches nouvelles
provenant de souches vaccinales contenues davnadeisis atténués, notamment ceux
utilisés par voie intranasale. Il est en effet gmesque la souche atténuée se multiplie
dans la muqueuse nasale et contamine des animaggrgeres, se propageant ainsi au
sein du troupeau, puis entre troupeaux. On pesi anaginer que cette souche évolue
par acquisition de mutations qui renversent leouvpir pathogene. Cette hypothése,
non prouvée, repose sur le fait que plusieurs nacatténués, dont celui utilisé par
voie intranasale, contiennent une souche vaccinstéée aux Etats-Unis et
appartenant au groupe génétique des souches amesica

> La troisitme hypothese serait la circulation depigs nombreuses années de ces
souches a bas bruit sur le continent européen. Parss, soit le prélevement initial
nous a permis d’isoler une souche rare en termefédgience, soit ces souches
émergent suite a des mutations ou a un contextedble leur fournissant un gain
biologique ou fitness plus important. Cette souehaussi pu étre isolée car son
pouvoir pathogene fort en faisait une souche domtinaau point de vue
epidémiologique. Il est en effet rare que les alevappellent les vétérinaires, pour
des épisodes a VRSB sans conséquences cliniquete swmoupeau. Les études
d’infection expérimentale confirment d’ailleurs p®uvoir pathogéne majeur de la
souche VRSB 3761.

Pour confirmer ou infirmer ces hypothéses, I'analgiain plus grand nombre de souches
et de facon plus poussée est nécessaire, en coerglédétudes fonctionnelles. Les
techniques de séquencage a haut débit permetiemisdeeu ce type d’analyse et devront étre

utilisés pour la continuité de ce programme.

Dans notre étude, nous avons constaté que laatifférde pouvoir pathogéne entre la
souche VRSB 3761 et les deux autres souches exti@ss des differences génétiques sur
toute la longueur du génome. Les souches A2GeliW2tsont en effet tres proches et la
souche 3761 la plus éloignée, y compris quand diseutlta souche ATue (ou NC) de
référence. On peut supposer qu’une partie des iDosajue nous avons observées soient
impliquées dans les différences de pathogénici@usNn’avons bien sur aucune preuve
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directe et il est impossible de préciser les éwadl@s mutations observées. Les divergences
les plus importantes ont été rencontrées pourdesgG et SH.

Les études menées sur le VRSH chez la souris nmbngege la partie centrale de la
protéine G serait impliquée dans la protection oie VRSH et constituerait un épitope
antigénique majeur : des mutations entre les acatesés 193 et 203 entrainent une
augmentation des signes cliniques chez les sofestées (Sparest al.,1998).

Dans notre étude, la région centrale hydrophobetiestn trois substitutions non
synonymes entre la souche 3761 et les souches KAz (Figure 22). Les acides aminés
modifiés sont connus pour étre des déterminantstggres associés aux groupes antigéniques
(Voir page 77). Il est clair que la souche VRSB Bappartient au groupe antigénique A alors
que les souches A2Gelfi et W2 sont non classées. pjatection croisée existe entre les
groupes antigéniques du VRSB, toutefois la pradectiomologue est plus forte que la

protection hétérologue en modéle expérimental.

170 209
BRSVI( B) HVPCBTCEGNPACSPI|CQIGLERAPSRAPTITLKKAPKPK
BRSVII( A/ B) VA U S R R— A-mm
BRSV Il (391.2)( Y pE— Sl T N o a— Tem- B .

BRSVIV( A) N — L--LS----P T----
WBH IV ( UNTYPED )  ---eemeecfe- (SR WY S g
BRSVV e LS--S--Sf-—- | T---
BRSV VI ---R--R-----RPP-R-{DS-S--K-----P--T-

+ +

BRSV 3761 (A)  -----em- I — S— e
BRSV W2/A2 (UNTYPED) -L-------—- R S - S — i

Figure 22 :Séquence consensus pour chaque sous-groupe de \fiR8Hes résidus aminoacides 170 et 209
de la protéine G. Les fleches horizontales représdres épitopes linéarisés étudiés par Langestigd. (1997),
les fleches verticales montrent les mutations quidéterminé les sous-groupes d’antigénes et lgtangles
indiquent la localisation des hélicesLes séquences des souches 3761 et W2 ont étéegjou

Par ailleurs, la partie centrale contient 4 résidystéine qui sont impliqués dans une
boucle centrale au niveau de la structure secandagtte boucle restant fixée grace aux ponts
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disulfures. Cette région contient un épitope magunmunodominant ». Les trois souches
étudiées ont conserveé leur résidus cystéine, néasneertains isolats de VRSB, possedent
des mutations d’un ou plusieurs résidus cystéinalanine ou asparagine (Valarcletral,
2000, Spilkiet al, 2006). L'effet de la perte d’'un ou plusieurs dési cystéines n'a pas été
déterminée, toutefois la délétion des 4 cystéineslal région conservée n'altére pas
l'infectiosité en cultures cellulaires. Dans un@dé& récente (Spilket al, 2006) les
cystéines entre les positions 173 et 178 de lahsoumrésilienne BRSV-25-BR ont été
remplacées par des alanines, entrainant une pedeponts disulfures. Les mutations
présentées par les souches brésiliennes pourrammit été induites par la réponse
immunitaire passive et active de I'h6te a I'infectj et le virus pourrait avoir été sélectionné
lors d’'infections d’individus possédant des antisocontre le VRSB, par sélection de mutants
qui échappent a la réponse immunitaire. Ceci a é&adémontré in vitro pour le VRSH
(Martinez et al, 1997). Cependant, des études doivent étre meatesd évaluer les

conséguences possibles sur la virulence et la s&pommunitaire induite par cette souche.

Le role de la protéine SH dans la réplication &st plair : les études portant sur des
mutants de VRSB sans protéine SH montrent que @pieds se répliguent aussi
efficacement (Kargeet al, 2001). Cependant, une étude de TechaarpornkOLj2€ur le
VRSH met en évidence un effet négatif sur la fusioms/héte en milieu de culture. Les
études préliminaires chez le veau ne montrent padiminution de la réplication dans le
nasopharynx mais SH semblerait jouer un role datablissement de l'infection dans les
voies respiratoires inférieures (Valarcher et TgyRD07). De plus, comme la protéine G
sécrétée, la protéine SH pourrait supprimer cestaiifecteurs de la réponse innée, jouant
ainsi un réle important dans la résistance des posm l'infection par le VRSB. Toutefois |l
n'a pas été identifié sur la protéine de séqueanpésifiques impliquées dans les fonctions de
SH. Il nous est donc impossible de vérifier si hegtations que nous avons observées se

situent dans des domaines fonctionnels

D’autres protéines ont été impliquées dans laerod du VRSB. Si les protéines NS1
et NS2 ne sont pas essentielles a la réplicatiabevn vitro, elles jouent un réle majeur dans
linitiation de la réponse innée en inhibant lagwotion d’'IFNw/p par NFxB. Dans le cas du
VRSB, NS2 semble avoir un effet inhibiteur plustfalors que c’est NS1 pour le VRSH

(Valarcher et Taylor, 2007). Dans notre étude, N&2e la plus conservée, mais NS1 accepte
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de nombreuses mutations pour 3761 : on peut ereriddrypothése que ces mutations non

synonymes lui conferent un plus grand effet inleilnitd’|FNo/p.

La protéine F possede un effet pathogene direct’tsdte : aprés clivage, une des
sous-unités, appelée pep27, est convertie en wirakidont les effets cytopathiques par
bronchoconstriction ont été démontigsvivo. Les études portant sur les mutants délétés de
pep27 montrent que ces derniers ne se multipliastgussi efficacement et forment peu de
syncytia en culture cellulaire (Valarchetral.,2006) In vivg des différences cliniques ont été
observées, suggérant que la virokinine aurait diet éhvorisant I'inflammation du tractus
pulmonaire.

La séquence codant pour la protéine F est, d’dprbibliographie comme dans notre
étude, relativement bien conservée (au moins 9@l'%#éntité nucléotidique). Sur pep27 (AA
109-136) seuls trois changements d’acides aminggtérrelevés entre VRSB 3761 et W2 :
ces substitutions sont synonymes, (Méthiontndsoleucine, Lysine> Arginine) et n'onta
priori pas de conséquences fonctionnelles. La protéire igtamment la virokinine, confere

probablement un avantage sélectif au virus.

Finalement, si nous avons pu émettre des hypothgsed a I'existence de pathotypes
différents circulant en France et si ces differensemblent associées a une diversité
génétique, aucune démonstration claire n'a été.fRitautres études doivent ainsi étre menées
pour confirmer ces différences de pouvoir pathoggmer exemple, deux études pourraient
étre envisagées.

> En utilisant la technique de génétique inverse vitess chimeéres entre la souche 3761
et la souche A2Gelfi pourraient étre produits emparés aux virus parentaux en
modéle d’infection expérimentale. Des régions gégaes, voir des genes (G, SH...)
seraient tout particulierement étudiés. Ainsi légions du génome ayant lI'impact le
plus fort sur le pouvoir pathogéne seraient déte¢es.

» Dans la mesure ou nous disposons d’'une souchegeat@asolée de I'animal, I'étude
de son atténuation par passages en cultures aatulaest envisagée. Aprés
vérification de I'atténuation en modeéle veau, lanparaison des séquences consensus

des génomes entre la séquence originelle, les ségu@ux differents passages et la
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séquence atténuée permettrait d’étudier la baissgrgssive et relative du pouvoir
pathogene et l'identification des marqueurs génésqde virulence. Les techniques
d’analyse de ségquences a haut débit devraientperusettre d’obtenir rapidement ces
séquences. Une fois les mutations non synonynmedtifiées, des techniques de
génetique inverse permettraient de caractérisempbict de chaque mutation sur le
pouvoir pathogene de la souche virale. Ainsi, misgposons maintenant de la souche
VRSB 3761 du passage 0 au passage 100 en cellllebrie étude préalable (Le
Mercier, 2003), a déja montré que 8 passages eémresicellulaires était associée a
une modification de la cinétique d’infection, aV&xistence de 3 substitutions non

synonymes dans le génome viral.
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Annexe 1 : Fiche d’évaluation clinique biquotidienm

INRA - ENVT
UMR 1225 IHAP

Code: TRANSVIRO INRA
Responsable : G. MEYER

Fiche clinique

Veau:
Groupe:
N°identification:

Semaine N°

Race:
Sexe:
Date de naissance:

Date, jour

Heure

Température
rectale

Fréquence
respiratoire

Toux
0= absente
1= Sonore
2= faible

Jetage

0= absent
1= séromuqueux
2= purulent

Dyspnée
abdominale (O/N)

Refus alimentaire
0 = absent
1 = partiel
2 = total

Comportement
0 = normal
1= triste
2= abattu

Prélévements

Remarques
Paraphe
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Annexe 2: Mode de calcul du score clinique

Signes Note Coefficient
Fréquence respiratoire

< 30 mvts/min 1

30 mvts/min? <40 mvts/min 2 3
40 mvts/min? <60 mvts/min 3

? 60 mvts/min 4

Refus alimentaire

0 1

0< <30% 2 2
30%? <60% 3

? 60% 4

Comportement général

Normal

Moyennement altéré 2 2
Trés altéré 3

Ecoulement nasal

Nul 1

Modére 2 1
Fort

Toux

Nulle

Modérée 2 2
Forte

Dyspnée

Absente 1

Abdominale modérée 2 3
Abdominale forte

Bruits respiratoires

normaux 0

Légerement renforcés 1 3
renforcés 2

Renforcés + surajoutés 3

138




Annexe 3 : Alignement des séguences complétes desatne

souches de VR SRBveg Align, Lasergene DNAstar)

Alignment Report of 'Untitled' - ClustalW (Slow/Ac curate, IUB) : mercredi 28 avril 2010 15:09
Majority ACGCGAAAAAATGCGTATAACAA ACCTGTACATCCAAAAAAGATCGGGGCAAATAAAACCTTGAAAGGGEGCTT
10 20 30 40 50 60 70 80
--------- R . R N - ——t
BRSV W2.seq ACGCGAAAAAATGCGTATAACAA ACYTGTACATCCAAAAAATATCGGGGCAAATAAAACCTTGAAAAGPAGILIT
BRSV-A2 Gelfi.seq ACGCGAAAAAATGCGTATAACAA ACCTGTACATCCAAAAAAGATCGGGGCAAATAAAACCTTGAAAGGGAGTIT
NC sequence.seq ACGCGAAAAAATGCGTATAACAA ACCTGTACATCCAAAAAAGATCGGGGCAAATAAAACCTTGAAAGGGAGTIT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACGCGAAAAAATGCGTATAACAAACTCGTACATCCAAAAAAGATCGGGGCAAATAAAACCTTGAAAGGGRGTTT
Majority CTCTXCTTTCTACAGAAAATGGG CAGTGAAACATTGAGTGTAATTCAAGTCAGATTAAGGAATATATATGATAA
90 100 110 120 130 140 150 160
--------- R . R N - ——t
BRSV W2.seq CTCTCCTTTCTACAGAAAATGGG CAGTGAAACATTGAGTGTAATTCAAGTCAGATTAAGGAATATATATGATAA
BRSV-A2 Gelfi.seq CTCTTCTTTCTACAGAAAATGGG CAGTGAAACATTGAGTGTAATTCAAGTCAGATTAAGGAATATATATGATAA
NC sequence.seq CTCTTCTTTCTACAGAAAATGGG CAGTGAAACATTGAGTGTAATTCAAGTCAGATTAAGGAATATATATGATAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTCTCCTTTCTATAAAAAATGGG CAGTGAAACATTGAGTGTAATTCAAGTCAGATTAAGGAATGTATATGATAA
Majority AGTAGCATTGCTTAAAATAACAT GTCATACCAACAGATTAATACTTCTAACTCACACATTAGCCAAATGAGZSCIZA
170 180 190 200 210 220 230 240
--------- R . R N - ——t
BRSV W2.seq AGTAGCATTGCTTAAAATAACAT GTCATACCAACAGATTAATACTTCTAACTCACACATTAGCCAAATAAGETA
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTAGCATTGCTTAAAATAACAT GTCATACCAACAGATTAATACTTCTAACTCACACATTAGCCAAATAAGETA

NC sequence.seq AGTAGCATTGCTTAAAATAACAT GTCATACCAATAGATTAATACTTCTAACTCACACATTGGCCAAATOAGRTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTAGCATTGCTTAAAATAACAT GTCATACCAACAGATTAATACTTCTAACTCACACATTAGCTAAATOXERTA

Majority CAATTAAATTAAGTGGTATAGTA TTCATACATATTATAACCAGTAGTGATTACTGTCCTACATCTGATAA'A'NKGT

S

250 290 300 310 320
________________________________________________________________________ +
BRSV W2.seq CAATTAAATTAAGTGGTATAGTA TTCATACATATTATAACCAGTAGTGATTACTGTCCTACATCTGATAA’A'NKGT
BRSV-A2 Gelfi.seq CAATTAAATTAAGTGGTATAGTA TTCATACATATTATAACCAGTAGTGATTACTGTCCTACATCTGATARARAGT
NC sequence.seq CAATTAAATTAAGTGGTATAGTA TTCATACATATTATAACCAGTAGTGATTACTGTCCTACATCTGATARARAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAATTAAATTAAGTGGTATAGTA TTCATACATGTTATAACCAGTAGTGATTACTGTCCTACATCCGATAWRAET
Majority GCCAATTTCACXTCAATGCCTAT ATTACAAAATGGAGGATATATATGGGAATTGATGGAGTTAACACNZECD@KFC
330 340 350 360 370 380 390 400
--------- o IRRE— - RN S T————— Je—
BRSV W2.seq GCCAATTTCACCTCAATGCCTAT ATTACAAAATGGAGGATATATATGGGAATTGATGGAGTTAACACACTBART
BRSV-A2 Gelfi.seq GCCAATTTCACCTCAATGCCTAT ATTACAAAATGGAGGATATATATGGGAATTGATGGAGTTAACACACTBART
NC sequence.seq GCCAATTTCACTTCAATGCCTAT ATTACAAAATGGAGGATATATATGGGAATTGATGGAGTTAACACACTBART
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCCAATTTCACTTCAATGCCTAT ATTACAAAATGGAGGATATATATGGGAATTGATGGAGTTAACACATTBART
Majority AAAXGGTTTAATAGATGATAATT GTGAAATAACATTTTCTAAAAGGTTAAGTGATTCAGAATTAXCTAA(CNMWC
410 420 430 440 450 460 470 480
--------- o IRRE— - RN S T————— Je—
BRSV W2.seq AAATGGTTTAATAGATGATAATT GTGAAATAACATTTTCTAAAAGGTTAAGTGATTCAGAATTATCTAAGAMATC
BRSV-A2 Gelfi.seq AAATGGTTTAATAGATGATAATT GTGAAATAACATTTTCTAAAAGGTTAAGTGATTCAGAATTATCTAAGAMATC
NC sequence.seq AAACGGTTTAATAGATGATAATT GTGAAATAACATTTTCTAAAAGGTTAAGTGATTCAGAATTAGCTAARAAATC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAACGGTTTAATAGATGATAATT GTGAAATAACATTTTCTAAAAGGTTAAGTGATCCAGAATTAGCTGRBASTC
Majority AATTATCXATTCTTCTTGGTCTG AATTAGAGTXCTAAACCAATAGCCAAXACCAGATGGAXTAAGCXMIT@A‘A
490 500 510 520 530 540 550 560
--------- o IRRE— - RN S T————— Je—
BRSV W2.seq AATTATCCATTCTTCTTGGTCTG AATTAGAGTTCTAAACCAATAGCCAATACCAGATGGATTAAGCCARGTBAR
BRSV-A2 Gelfi.seq AATTATCCATTCTTCTTGGTCTG AATTAGAGTTCTAAACCAATAGCCAATACCAGATGGATTAAGCCARGTBAR
NC sequence.seq AATTATCTACTCTTCTTGGTCTG AATTAGAGCCCTAAATCAATAGCCAACACCAGATGGACTAAGCT AAGTPHNA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATTATCTATTCTTCTTGGTCTG AATTAGAGTCCTAAACCAATAGCCAACACCAGATGGACTAAGCTAARRTTRWA
Majority AGTTTATAAAAATTAATTGGGGC AAATAAATCAGTTCCXCAACCAACCATGAGCACCCCAAATCCCGW(D@KI
570 580 590 600 610 620 630 640
_________ U, S Y S N —
BRSV W2.seq AGTTTATAAAAATTAATTGGGGC AAATAAATCAGTTCCTCAACCAACCATGAGCACCTCAAATCCCGARRCCAL
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTTTATAAAAATTAATTGGGGC AAATAAATCAGTTCCTCAACCAACCATGAGCACCCCAAATCCCGABATIINC
NC sequence.seq AGTTTATAAAAATTAATTGGGGC AAATAAATCAGTTCCCCAACCAGCCATGAGCACCCCAAATCCCGAGRICAC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTTTATAAAAATTAATTGGGGC AAATAAATCAGCTCCCCAACCAACCATGAGCATCCCAAATCCCGABGITAC
Majority GAGATTGATAGTAAATGATATGA GGCCATTATCAATAGAAACAGAAATAATATCTTTGACCAAAGATACWCI’A'PA
650 660 670 680 690 700 710 720
--------- o IRRE— - RN S T————— Je—
BRSV W2.seq GAGATTGATAGTAAATGATATGA GGCCATTGTCAATAGAAACAGAAATAATATCTTTGACCAAAGATATRTATAA
BRSV-A2 Gelfi.seq GAGATTGATAGTAAATGATATGA GGCCATTATCAATAGAAACAGAAATAATATCTTTGACCAAAGATATAOAPA
NC sequence.seq GAGATTGATAGTAAATGATATGA GGCCATTATCAATAGAAACAGAAATAATATCTTTGACCAAAGATATAOAPA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GAGATTGATAGTAAATGATATGAGGCCATTATCAATAGAAACAGAAATAATATCTTTGACCAAAGATATHIIATAA
Majority CATTCATATATCTAATAAACCAT GAXTGTATAGTACGCAAACTCGATGAACGACAGGCCACATTTACG’I’I@W’IX
730 740 750 760 770 780 790 800
_________ tommmmmeetenn S S S N —
BRSV W2.seq CATTCATATATCTAATAAACCAT GAATGTATAGTACGCAAACTCGATGAACGACAGGCCACATTTACATTIR@NG
BRSV-A2 Gelfi.seq CATTCATATATCTAATAAACCAT GAATGTATAGTACGCAAACTCGATGAACGACAGGCCACATTTACAITIANTG
NC sequence.seq CATTCATATATCTAATAAACCAT GAGTGTATAGTACGCAAACTCGATGAACGACAGGCCACATTTACSITT2@NT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATTCATATATCTAATAAACCAT GAGTGTATAGTACGCAAACTTGATGAACGACAGGCCACATTTAC/AEITAFGNTT
Majority TATGAAATGAAGCTATTGCATAA AGTXGGTAGCACAAAATACAATAAATAXACAGAATACAACAGAAAMMG’G
810 820 830 840 850 860 870 880
--------- o IRRE— - RN S T————— Je—
BRSV W2.seq TATGAAATGAAGCTATTGCATAA AGTAGGTAGCACAAAATACAATAAATATACAGAATACAACAGAAARABATEG
BRSV-A2 Gelfi.seq TATGAAATGAAGCTATTGCATAA AGTAGGTAGCACAAAATATAATAAATATACAGAATACAACAGAAAARCSFGE
NC sequence.seq TATGAAATGAAGCTATTGCATAA AGTGGGTAGCACAAAATACAATAAATACACAGAATACAACAGAAARRRATCIG
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VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATGAAATGAAGCTATTGCATAA AGTGGGCAGCACAAAATACAATAAATACACAGAATACAACAGAAARTZATEG

Majority TCCAATGCCTATATTTATCAACC ATGATGGTTTTTTAGAGTGTATAGGXATCAAGCCXACAAGAAAXATASTARA
--------- ST JE—
890 900 910 920 930 940 950 960
_________ e
BRSV W2.seq TCCAATGCCTATATTTATCAACC ATGATGGTTTTTTAGAGTGTATAGGOATCAAGCCCACAAGAAACAGTUGTA
BRSV-A2 Gelfi.seq TCCAATGCCTATATTTATCAACC ATGATGGTTTTTTAGAGTGTATAGGCATCAAGCCCACAAGAAACARNVATIGTA
NC sequence.seq TCCAATGCCTATATTTATCAACC ATGATGGTTTTTTAGAGTGTATAGGTATCAAGCCTACAAGAAATATCAGTAAR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCCAATGCCCATATTTATCAACC ATGATGGTTTTTTAGAGTGTATAGGTATTAAGCCTACAAGAAATACABTAA
Majority ATAAGTATGATTTAAATCCATAG GCATTTTTCAAAATTAAATTCACACAGTGTTATCTTTTXGTACCAARGTBAA
_________ e . * . + Y i
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
_________ P N " . . . oy
BRSV W2.seq ATAAGTATGATTTAAATCCATAG GCATTTTTCAAAATTAAATTCACACAGTGTTATCTTTTAGTACCAARGUBAA
BRSV-A2 Gelfi.seq ATAAGTATGATTTAAATCCATAG GCATTTTTCAAAATTAAATTCACACAGTGTTATCTTTTAGTACCAARGDBAA
NC sequence.seq ATAAGTATGATTTAAATCCATAG GCACTTTTCAAAATTTAATTCACACAGTGTTATCTTTTGGTACCAARGTEAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATAAGTATGATTTAAATCCATAG AA--TTTTAAAATTAACTTCACACAGTGTTATCTTTTGTTACCAATGACBAAA
Majority TTCCCACATAGTGCATTGTAGTA ATTAAAAAAGAACCAGGTTTGAAACAAAAAXAGGTAGAGXATAACBAGAAA
__________________________ +
1050 1060 1070 1080 1090 (1100 1110 1120
_________ PRI
BRSV W2.seq TTCCCACATAGTGCATTGTAGTA ATTAAAAAAGAACCAGGCT TOAAAT AAAAAGAGGTAGAGAATAACBADRAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TTCCCACGTAGTGCATTGTAGTA ATTAAAAAAGAACCAGGTTTGAAACAAAAAGAGGTAGAGCATAACEHAONMA
NC sequence.seq TTCCCACATAGTGCATAGTAGTA ATTAAAAAAGAACCAGGTTAGAAACAAAAAAAGG TAGAGAATAACBAGAAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTCCCACATAGTGCATTGTAGTAATTAAAAAAGAACAAGG TTTGAAACAAAAAAAG-TAGAGCATAAAABIDMAA
Majority -TGAAATGTGGGGCAAATACAAA AATGGCTCTTAGCAAGGTCAAACTAAATGACACTTTCAACAAGGASTRETT
__________________________ +
1130 1140 1150 1160 1170 (1180 1190 1200
_________ e
BRSV W2.seq ATGAAATGTGGGGCAAATACAAA AATGOOTCTTAGCAAGGTCAAACT AMATGACACTTTCAACAAGGAGTIGTT
BRSV-A2 Gelfi.seq -TGAAATGTGGGGCAAATACAAA AATGGCTCTTAGCAAGGTCAAACTAAATGACACTTTCAACAAGGAGTRATT
NC sequence.seq -TGAAATGTGGGGCAAATACAAA AATGGCTCTTAGCAAGGTCAAACTAAATGACACTTTCAACAAGGAGTPATT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq -TGAAATGTGGGGCAAATACAAA AATGGCTCTTAGCAAGGTCAAACTCAATGACACTTTCAACAAGGAETIAGTLT
Majority AACCAGCAAATATACTATTCAAC GTAGTACAGGTGACAACATTGATATACCCAATTACGATGTGCAAAPMIIIC
__________________________ +
1210 1220 1230 1240 1250 (1260 1270 1280
_________ e
BRSV W2.seq AACCAGCAAATATACTATTCAAC GTAGTACAGGTOACAACATTGATATACCCAATTACGATGTGCAAAPRONTC
BRSV-A2 Gelfi.seq AACCAGCAAATATACTATTCAAC GTAGTACAGGTGACAACATTGATATACCCAATTACGATGTGCAAANDEATIL
NC sequence.seq AACCAGCAAATATACTATTCAAC GTAGTACAGGTGACAACATTGATATACCCAATTACGATGTGCAAARBONTC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACCAGCAAATATACTATTCAAC GTAGTACAGGTGACAACATTGATATACCCAATTATGATGTGCAAARBEATIE
Majority AGTTGTGTGGTATGCTAXTAATA ACAGAAGATGCCAATCATAAATTTACAGGACTXATAGGTATGTTARAGECX
_____________________ " " . + N i
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
_________ et " " : . . -
BRSV W2.seq AGTTGTGTGGTATGCTACTAATA ACAGAAGATGCCAATCATAAATTTACAGGACTTATAGGTATGTTARAGICT
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTTGTGTGGTATGCTACTAATA ACAGAAGATGCCAATCATAAATTTACAGGACTTATAGGTATGTTARAGICT
NC sequence.seq AGTTGTGTGGTATGCTATTAATA ACAGAAGATGCCAATCATAAATTTACAGGACTGATAGGTATGTTARRGECT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTTGTGTGGTATGCTATTAATA ACAGAAGATGCCAATCATAAATTTACAGGACTGATAGGTATGTTARAGECT
Majority CGATTGGGGAGAGAAGATACCCT TAAAATACTCAAAGATGCAGGCTACCAAGTGAGGGCCAATGGGCIAGAMGT
_____________________ A . s " ; e
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
_________ PR " + : . . L
BRSV W2.seq CGATTGGGGAGAGAAGATACCCT TAAAATACTCAAAGATGCAGGCTACCAAGTGAGGGCCAATGGGCIAGAMGT
BRSV-A2 Gelfi.seq CGATTGGGGAGAGAAGATACCCT TAAAATACTCAAAGATGCAGGCTACCAAGTGAGGGCCAATGGGGIAGAMGT
NC sequence.seq CGATTGGGGAGAGAAGATACCCT TAAAATACTCAAAGATGCAGGCTACCAAGTGAGGGCCAATGGGGIAGAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CGATTGGGGAGAGAAGATACCCTAAAATACTCAAAGATGCAGGCTACCAAGTGAGGGCCAATGGGCRAGMGT
Majority ACATCGACAGGATGTGAATGGAA AAGAAATGAAATTTGAAGTGCTAACATTXGTCAGCTTAACATCAGAAGTTA
_____________________ f "\ N Ny A ot
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
_________ PR + + : . . -
BRSV W2.seq ACATCGACAGGATGTGAATGGAA AAGAAATGAAATTTGAAGTGCTAACATTGGTCAGCTTAACATCAGAAGETE
BRSV-A2 Gelfi.seq ACATCGACAGGATGTGAATGGAA AAGAAATGAAATTTGAAGTGCTAACATTGGTCAGCTTAACATCAGAAGETA
NC sequence.seq ACATCGACAGGATGTGAATGGAA AAGAAATGAAATTTGAAGTGCTAACATTAGTCAGCTTAACATCAGAAGTTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACATCGACAGGATGTGAATGGAMAGAAATGAAATTTGAAGTGCTAACATTAGTCAGCTTAACATCAGAAGTIA
Majority ATATAGAAATAGAGTCAAGGAAG TCTTACAAAAAGATGCTAAAAGAGATGGGAGAGGTAGCTXCAGASPAGAGA
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590
- s N " : . .
BRSV W2.seq ATATAGAAATAGAGTCAAGGAAG TCTTACAAAAAGATGCTAAAAGAGATGGGAGAGGTAGCTTCAGALSPAGHGA
BRSV-A2 Gelfi.seq ATATAGAAATAGAGTCAAGGAAG TCTTACAAAAAGATGCTAAAAGAGATGGGAGAGGTAGTTTCAGAATHIGEA
NC sequence.seq ATATAGAAATAGAGTCAAGGAAG TCTTACAAAAAGATGCTAAAAGAGATGGGAGAGGTAGCTCCAGAGTAGAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATATAGAAATAGAGTCAAGGAGGTCTTACAAAAAGATGCTAAAAGAGATGGGAGAGGTAGCTCCAGASRAGAGA
Majority XCXCCTGAXTGTGGTATGATAGT GCTATGTGTTGCTGCXTTGGTXATAACAAAATTAGCAGCAGGTGATBGEIT
+.
1610 1620 1630 1640 1650 (1660 1670
_________ PO
BRSV W2.seq GCACCTGACTGTGGTATGATAGT GCTATOTOTTGCTOOCTT GOTOAT AACAAAATTAGCAGCAGGT GATIETIT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCACCTGACTGTGGTATGATAGT GCTATGTGTTGCTGCCTTGGTCATAACAAAATTAGCAGCAGGTGARGEIT
NC sequence.seq TCTCCTGATTGTGGTATGATAGT GCTATGTGTTGCTGCTTTGGTTATAACAAAATTAGCAGCAGGTGATBGGTT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCTCCTGATTGTGGTATGATAGT GCTATGTGTTGCTGCTTTGGTTATAACAAAATTAGCAGCAGGTGABGTIT
Majority CACTGCXGTCATTAGXAGAGCCA ACAATGTACTAAGGAATGAAATGAAACGATACAAAGGACTXATCODGIAES
__________________________ v
1690 1700 1710 1720 1730 (1740 1750 1760
_________ PR
BRSV W2.seq CACTGCTGTCATTAGAAGAGCCA ACARTOTACTAAGOAAT GAAAT GAAACGATACAAAGGACTTATCORGATMNE
BRSV-A2 Gelfi.seq CACTGCTGTCATTAGAAGAGCCA ACAATGTACTAAGGAATGAAATGAAACGATACAAAGGACTTATCCRTHRAE
NC sequence.seq CACTGCAGTCATTAGGAGAGCCA ACAATGTACTAAGGAATGAAATGAAACGATACAAAGGACTCATCCUBAALG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CACAGCAGTCATTAGGAGAGCCACAATGTACTAAGAAATGAAATGAAACGATACAAAGGACTCATTCATHTNG
Majority CCAACAGCTTCTATGAAGTATTT GAAAAGTACCCTCATTACATAGATGTATTCGTACATTTTGGCATTGCRISA
_____________________ . ; N . ; o
1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840
_________ PR . " : . . -
BRSV W2.seq CCAACAGCTTCTATGAAGTATTT GAAAAGTACCCTCATTACATAGATGTATTCGTACATTTTGGCATTGCTTEA
BRSV-A2 Gelfi.seq CCAACAGCTTCTATGAAGTATTT GAAAAGTACCCTCATTACATAGATGTATTCGTACATTTTGGCATTGCTTEA
NC sequence.seq CCAACAGCTTCTATGAAGTATTT GAAAAGTACCCTCATTACATAGATGTATTCGTACATTTTGGCATTGCTIRA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CCAACAGCTTCTATGAAGTATTT GAAAAGTACCCTCATTACATAGATGTATTCGTACATTTTGGCATTGCTIAA
Majority ACTAGAGGAGGTAGTAGGGTAGA AGGAATCTTTGCAGGGTTATTCATGAATGCATATGGAGCAGGTCATGEALT
_____________________ "t + " + b ity
1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
_________ PRI + " : . . o
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1040
1040
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1120
1120
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1359
1355
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1435
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BRSV W2.seq ACTAGAGGAGGTAGTAGGGTAGA AGGAATCTTTGCAGGGTTATTCATGAATGCATATGGAGCAGGTCATGEAET
BRSV-A2 Gelfi.seq ACTAGAGGAGGTAGTAGGGTAGA AGGAATCTTTGCAGGGTTATTCATGAATGCATATGGAGCAGGTCATGRAET
NC sequence.seq ACTAGAGGAGGTAGTAGGGTAGA AGGAATCTTTGCAGGGTTATTCATGAATGCATATGGAGCAGGTCATGEAET
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACTAGAGGAGGTAGTAGGGTTGAGGAATCTTTGCGGGGTTATTCATGAATGCATATGGAGCAGGTCRAGAGET
Majority ATGGGGTGTACTAGCCAAATCAG TCAAGAATATTATGCTTGGTCATGCCAGCGTACAAGCAGAAATGAARTAGG
1030 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
_________ PR . " : . . I
BRSV W2.seq ATGGGGTGTACTAGCCAAATCAG TCAAGAATATTATGCTTGGTCATGCCAGCGTACAAGCAGAAATGAARTAGG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGGGGTGTACTAGCCAAATCAG TCAAGAATATTATGCTTGGTCATGCCAGCGTACAAGCAGAAATGGARIAGG
NC sequence.seq ATGGGGTGTACTAGCCAAATCAG TCAAGAATATTATGCTTGGTCATGCCAGCGTACAAGCAGAAATGAARIAGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGGGGTGTGCTAGCAAAATCAG CAAGAATATTATGCTTGGTCATGCCAGCGTGCAAGCAGAAATGGAGTAGG
Majority AAGTCTATG/—\ATATGCACAAAAG TTAGGTGGAGAAGCTGGTTTTTATCACATACTGAACAACCCTAAAGIGNTGA
__________________________ +
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
_________ PO
BRSV W2.seq AAGTCTATGAATATGCACAAAAG TTAGOTGOAGAAGCTGGTTTTTAT CACATACTGAACAACCCT AAATITATIOA
BRSV-A2 Gelfi.seq AAGTCTATGAATATGCACAAAAG TTAGGTGGAGAAGCTGGTTTTTATCACATACTGAACAACCCTAAAGIGNTIZA
NC sequence.seq AAGTCTATGAATATGCACAAAAG TTAGGTGGAGAAGCTGGTTTTTATCACATACTGAACAACCCTAAAGIGNTIZA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAGTCTATGAATATGCACAAAAG TTAGGTGGAGAAGCTGGTTTTTATCATATACTGAACAATCCTAAAGUATTA
Majority TCCTTAACACAATTCCCXAACTT CTCTAGTGTAGTCCTAGGCAATGCTGCAGGACTAGGTATAATGGEAGAGEA
_____________________ . . " . " i
209 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
_________ PR " " h . . 3
BRSV W2.seq TCCTTAACACAATTCCCAAACTT CTCTAGTGTAGTCCTAGGCAATGCTGCAGGACTAGGTATAATGGEAGAGEA
BRSV-A2 Gelfi.seq TCCTTAACACAATTCCCAAACTT CTCTAGTGTAGTCCTAGGCAATGCTGCAGGACTAGGTATAATGGEAGAGEA
NC sequence.seq TCCTTAACACAATTCCCCAATTT CTCTAGTGTAGTCCTAGGCAATGCTGCAGGACTAGGTATAATGGEAGAGEA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCCTTAACACAATTCCCCAACTT CTCTAGTGTAGTCCTAGGCAATGCTGCAGGACTAGGTATAATGGEGAGAGEA
Majority TACACCAAGAAACCAAGACTTGT ATGATGCTGCCAAAGCATATGCAGAACAACTAAAAGAGAATGGGETTATEA
+.
2170 2180 2100 2200 2210 2220 2230
_________ PR " " h . .
BRSV W2.seq TACACCAAGAAACCAAGACTTGT ATGATGCTGCCAAAGCATATGCAGAACAACTAAAAGAGAATGGGETTATAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TACACCAAGAAACCAAGACTTGT ATGATGCTGCCAAAGCATATGCAGAACAACTAAAAGAGAATGGGETTATAA
NC sequence.seq TACACCAAGAAACCAAGACTTGT ATGATGCTGCCAAAGCATATGCAGAACAACTAAAAGAGAATGGGETTATAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TACACCAAGAAACCAAGACTTGTATGATGCAGCCAAAGCATATGCTGAACAACTAAAAGAGAATGGGGTTATEA
Majority GTGTATTGGATCTGACTACAGAG GAATTAGAGGCAATCAAGAACCAATTGAATCCCAAAGATAATGATIITEEH
__________________________ +
2950 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
_________ PR
BRSV W2.seq GTGTATTGGATCTGACTACAGAG GAATTAGAGGCAATCAAGAACCAATTGAATCCCAAAGATAATGATCITEIGHA
BRSV-A2 Gelfi.seq GTGTATTGGATCTGACTACAGAG GAATTAGAGGCAATCAAGAACCAATTGAATCCCAAAGATAATGATIHTEGHA
NC sequence.seq GTGTATTGGATCTGACTACAGAG GAATTAGAGGCAATCAAGAACCAATTGAATCCCAAAGATAATGATIHTEGHA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTGTATTGGATCTGACTACAGAAGAATTAGAGGCAATCAAGAACCAATTGAATCCCAAAGACAATGATIG BIGAA
Majority GTTAATAAAAACATGGGGCAAAT ACGTCAXTATGGAAAAATTTGCACCTGAGTTTCATGGAGAAGAT GLIGHMATR
__________________________ v
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
_________ PR
BRSV W2.seq GTTAATAAAAACATGGGGCAAAT ACGTOARTATGOAAAAATTTGCACCTGAGTTTCATGGAGAAGAT GDIMEG
BRSV-A2 Gelfi.seq GTTAATAAAAACATGGGGCAAAT ACGTCAGTATGGAAAAATTTGCACCTGAGTTTCATGGAGAAGAT GIZRARTA
NC sequence.seq GTTAATAAAAACATGGGGCAAAT ACGTCAGTATGGAAAAATTTGCACCTGAGTTTCATGGAGAAGAT GIZRARTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTTAATAAAAACATGGGGCAAATACGTCAATATGGAAAAATTTGCACCTGAGTTTTATGGAGAAGAT GCARKAB
Majority CAACXAAGTTTCTTGAATCCCTA AAAGGGAAATTTACTTCTTCTAAGGATTCTAGGAAAAAAGATAGTATAGI
__________________________ +
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
- —a sy
BRSV W2.seq CAACTAAGTTTCTTGAATCCCTA AAAGOOAAATTTACTTCTTCT ARG GATTCTAGGAAAAAAGATAGT ATASTIT
BRSV-A2 Gelfi.seq CAACTAAGTTTCTTGAATCCCTA AAAGGGAAATTTACTTCTTCTAAGGATTCTAGGAAAAAAGATAG TATASIA
NC sequence.seq CAACCAAGTTTCTTGAATCCCTA AAAGGGAAATTTACTTCTTCTAAGGATTCTAGGAAAAAAGATAG TATASIA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTACCAAGTTCCTTGAATCCCTAAAAGGGAAATTTACTTCTTCTAAGGATTCTAGGAAAAAAGATAG TATAGTA
Majority AATTCCATAGACATAGAATTACC TAAAGAGAGTCCTATAACATCTACXAATCAAAATATCAACCAACCAHGTBA
__________________________ +
249 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
_________ PR
BRSV W2.seq AATTCCATAGACATAGAATTACC TAAAGAGAGTCOTATAAGATCTACT AATCAAAATATCAACCAACCANG TBA
BRSV-A2 Gelfi.seq AATTCCATAGACATAGAATTACC TAAAGAGAGTCCTATAACATCTACTAATCAAAATATCAACCAACC/SRITRA
NC sequence.seq AATTCCGTAGACATAGAATTACC TAAAGAGAGTCCTATAACATCTACCAATCAAAATATCAACCAACCEAGDBA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATTCCATAGACATAGAATTACC TAAAGAGAGTCCTATAACATCTACCAATCAAAGTATCAATCAACCAAGTSA
Majority TGACACTATTXCTACAAATCAAG TTCATATCAGAAAGCCTTTGGTAAGCTTCAAAGAAGAACTGCCATEAAGTG
__________________________ +
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640
_________ PR
BRSV W2.seq TGACACTATTTCTACAAATCAAG TTOATATCAGAAAGCCTTTAGTAAGCTTCAAAGAAGAACTGCCATEAAGTG
BRSV-A2 Gelfi.seq TGACACTATTTCTACAAATCAAG TTCATATCAGAAAGCCTCTGGTAAGCTTCAAAGAAGAACTGCCA TANMEIG
NC sequence.seq TGACACTATTGCTACAAATCAAG TTCATATAAGAAAGCCTTTGGTAAGCTTCAAAGAAGAACTGCCATRAARTG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGACACTATTGCTACAAATCAAG TTCATATCAGAAAACCTTTGGTAAGCTTCAAAGAAGAACTGCCATEAASIG
Majority CCTTXACAAGGXTGTATAAGGAA ACTATAGAAACATTTGACAATAATGAAGAAGAATCAAGCTACTCAGHRIGHTRA
__________________________ +
2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
_________ PRI
BRSV W2.seq CCTTCACAAGGTTGTATAAGGAA ACTATAGAAACATTTOACAAT AAT GAAGAAGAATCAAGCTACTCATHKGITA
BRSV-A2 Gelfi.seq CCTTCACAAGGTTGTATAAGGAA ACTATAGAAACATTTGACAATAATGAAGAAGAATCAAGCTACTCAGRGHTA
NC sequence.seq CCTTTACAAGGCTGTATAAGGAA ACTATAGAAACATTTGACAATAATGAAGAAGAATCAAGCTACTCAGRGHTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CCTTTACAAGGCTGTATAAGGAAACTATAGAAACATTTGACAATAATGAAGAAGAATCAAGCTACTCAGHGA
Majority AATGATCAAACAAATGATAATAT AACAGCAAGACTAGATAGGATAGATGAAAAATTAAGCGAGATAATBGIIIOA
__________________________ n
2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
_________ PO
BRSV W2.seq AATGATCAAACAAATGATAATAT AACAGCAAGACTAGATAGGATAGAT GAAAAATTAAGCGAGATAATAGTIIRR
BRSV-A2 Gelfi.seq AATGATCAAACAAATGATAATAT AACAGCAAGACTAGATAGGATAGATGAAAAATTAAGCGAGATAATRGTIGA
NC sequence.seq AATGATCAAACAAATGATAATAT AACAGCAAGACTAGATAGGATAGATGAAAAATTAAGCGAGATAATRGTIGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATGATCAAACAAATGATAATAT AACATCAAGACTAGATAGGATAGATGAAAAATTAAGTGAGATAATGGEBEA
Majority TACATTAGTTGTGGCTAGTGCAG GACCAACAGCTGCTCGTGAXGGTATAAGAGATGCCATGGTAGGGETAGAG
__________________________ +
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
_________ PO
BRSV W2.seq TACATTAGTTGTGGCTAGTGCAG GACCAACAGCTGOTCOTOATGGTATAAGAGATGCCATGGTAGG CUDAGAG
BRSV-A2 Gelfi.seq TACATTAGTTGTGGCTAGTGCAG GACCAACAGCTGCTCGTGATGGTATAAGAGATGCCATGGTAGGGUTENGAG
NC sequence.seq TACATTAGTTGTGGCTAGTGCAG GACCAACAGCTGCTCGTGACGGTATAAGAGATGCCATGGTAGGRABRGAAG

VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TACATTAGTTGTGGCTAGTGCAGGACCAACAGCTGCTCGTGACGGTATAAGAGATGCCATGGTAGGRRBRGRAG
Majority TGATTGAGAAAATAAGATCAGAA GCTTTAATGACTAACGATAGGTTAGAAGCAATGGCCAGGCTTAGGBARGAA
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_____________________ + + +. + +. J—

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960

_________ PR . " h . . -
BRSV W2.seq TGATTGAGAAAATAAGATCAGAA GCTTTAATGACTAACGATAGGTTAGAAGCAATGGCCAGGCTTAGGBARGAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGATTGAGAAAATGAGATCAGAA GCTTTAATGACTAACGATAGGTTAGAAGCAATGGCCAGGCTTAGGBARGAA
NC sequence.seq TGATTGAGAAAATAAGATCAGAA GCTTTAATGACCAACGATAGGTTAGAAGCAATGGCCAGGCTTAGGBAAGAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGATTGAGAAAATAAGATCAGAAGCTTTAATGACTAACGATAGG TTAGAAGCAATGGCTAGGCTTAG GAARGAA
Majority GAAAAGATGACAAAAGAXACATC AGATGAAGTAAAATTAACCCCTACCTCAGAGAXGCTGAACATGG MEATGH
2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030
- e . + N . .
BRSV W2.seq GAAAAGATGACAAAAGACACATC AGATGAAGTAAAATTAACCCCTACCTCAGAGAGGCTGAACATGG RENTEEA
BRSV-A2 Gelfi.seq GAAAAGATGACAAAAGACACATC AGATGAAGTAAAATTAACCCCTACCTCAGAGAGGCTGAACATGG RENEEA
NC sequence.seq GAAAAGATGACAAAAGATACATC AGATGAAGTAAAATTAACCCCTACCTCAGAGAAGCTGAACATGG MEATGH
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GAAAAGATGGCAAAAGATACATCAGATGAAGTAAAATTAACCCCTACCTCAGAGAAGCTGAACATGG HAAPGA
Majority AAGTAGTGACAATGATCTATCAC TTGAAGATTTCTGAAXAGCAACCAXCCCACXCAXCAACAGAT TG GREATENT
+.
3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110
_________ et
BRSV W2.seq AAGTAGTGACAATGATCTATCAC TTOAAGATTTCTGAACAGCAACCAACCCACACAACAACAGATTGGENIEAT
BRSV-A2 Gelfi.seq AAGTAGTGACAATGATCTATCAC TTGAAGATTTCTGAACAGCAACCAACCCACACAACAACAGATTG GIENEAT
NC sequence.seq AAGTAGTGACAATGATCTATCAC TTGAAGATTTCTGAATAGCAACCAGCCCACCCACTAACAGATTAGNGATGRA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAGTAGTGACAATGATCTATCACTTGAAGATTTCTGAATAGCAACTAGCCTACCCACCAACAGATTGGAGATAT
Majority AXCATCAATGATAAAGCCAACTA ATCAACCAXCCAACCAGTCACTCAACCXGCCTGTGATTCCACATAGTRINT
__________________________ +
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200
_________ et
BRSV W2.seq ATCATCAATGATAAAGCAAACTA ATCAACCAACCAACCAGTOACT CAACCGGTCTGTGATTCCACAT AT
BRSV-A2 Gelfi.seq ATCATCAATGATAAAGCCAACTA ATCAACCAGCCAACCAGTCACTCAACCGGCCTGTGATTCCACATAGARAAT
NC sequence.seq ACCATCAATGATAAAGCCACCTA ATCAACCAGCCAACCAGTCACTCAACCAGCCTGTGATTCCACATAGERAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACCATCAATGATAAAGCCAACTAATCAGCCAACCAACCAGTCACTCAACCAGCCTGTGATTCCACATABRRAGT
Majority AAAGTAAAATTGGGGCAAATATG GAGACATACGTGAACAAACTCCATGAAGGATCAACCTACACAGCRBGTGXT
_____________________ o " A " " i
3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280
_________ et " + N . . o
BRSV W2.seq AAAGTAAAATTGGGGCAAATATG GAGACATACGTGAACAAACTCCATGAAGGATCAACCTACACAGCCEGTETT
BRSV-A2 Gelfi.seq AAAGTAAAATTGGGGCAAATATG GAGACATACGTGAACAAACTCCATGAAGGATCAACCTACACAGCCEGTETT
NC sequence.seq AAAGTAAAATTGGGGCAAATATG GAGACATACGTGAACAAACTCCATGAAGGATCAACTTACACAGC TAGTATT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAAGTAAAATTGGGGCAAATATGGAGACATACGTGAACAAACTCCATGAAGGATCAACCTACACAGCTBGTATT
Majority AATGTCATAGAAAAAGATGATGA TCCTGCATCTCTXACAATATGGGTTCCTATGTTCCAATCATCCATTRETGT
__________________________ +
3290 3300 3310 3320 3330 33403350 3360
_________ P
BRSV W2.seq AATGTCATAGAAAAAGATGATGA TCCTOOATCTCTTACAATATGGGTTCCTATGTTCCAATCATCCATA GATGT
BRSV-A2 Gelfi.seq AATGTCATAGAAAAAGATGATGA TCCTGCATCTCTTACAATATGGGTTCCTATGTTCCAATCATCCATABAIGT
NC sequence.seq AATGTCATAGAAAAAGATGATGA TCCTGCATCTCTCACAATATGGGTTCCTATGTTCCAATCATCCATCTATGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATGTCATAGAAAAAGATGATGATCCTGCATCTCTCACAATATGGGTACCTATGTTCCAATCATCCATTEBATET
Majority GCTTATAAAAGAACTAATCAATG TGAACATATTAGTTCGACAAATTTCTACTCCAAAAGGTCCTTCATTGAAGA
__________________________ +
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440
_________ et
BRSV W2.seq GCTTATAAAAGAACTAATCAATG TGAACATATTAGTACGACAAATTTCTACTCCAAAAGGTCCTTCATTGARGA
BRSV-A2 Gelfi.seq GCTTATAAAAGAACTAATCAATG TGAACATATTAGTTCGACAAATTTCTACTCCAAAAGGTCCTTTAT TR
NC sequence.seq GCTTATAAAAGAACTAATCAATG TGAACATATTAGTTCGACAAATTTCTACTCTGAAAGGTCCTTCATTGAAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCTTATAAAAGAACTAATCAATG TGAACATATTAGTTCGACAAATTTCTACTCCAAAAGGTCCTTCATTGALGA
Majority TAAACTCAAGAAGTGCTGTACTA GCCCAAATGCCCAGCAAATTTACCATAAGTGCAAATGTATCATTGERASES
__________________________ +
3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
_________ e
BRSV W2.seq TAAACTCAAGAAGTGCTGTACTA GCCCAAATGOCCAGCARATTTACCATAAGTGCAAATGTATCATT GEASAE
BRSV-A2 Gelfi.seq TAAACTCAAGAAGTGCTGTACTA GCCCAAATGCCCAGCAAATTTACCATAAGTGCAAATGTATCATTGGRASAE
NC sequence.seq TAAACTCAAGAAGTGCTGTACTA GCCCAAATGCCCAGCAAATTTACCATAAGTGCAAATGTATCATTGGRASAE
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAAATTCAAGAAGTGCTGTACTA GCCCAAATGCCTAGTAAATTTACTATAAGTGCAAATGTATCATTGGAPASL
Majority AAATTXGCATATGACATAACTAC TCCTTGTGAAATXAAGGCTTGTAGTTTAACATGTTTAAAGGTGAAGKATAC
__________________________ +
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3500 3600
_________ PR
BRSV W2.seq AAATTGGCATATGACATAACTAC TCCTTGTOARATCAAGGOTTOTAG TTTAACATGTTTAAAGGTGAASRATAT
BRSV-A2 Gelfi.seq AAATTGGCATATGACATAACTAC TCCTTGTGAAATCAAGGCTTGTAGTTTAACATGTTTAAAGGTGAAGEATIALC
NC sequence.seq AAATTAGCATATGACATAACTAC TCCTTGTGAAATTAAGGCTTGTAGTTTAACATGTTTAAAGGTGAAGNIRAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAATTAGCATATGACATAACTAC TCCTTGTGAAATTAAGGCTTGTAGTTTAACATGTCTAAAGG TGAASEAGYC
Majority AACTGTGAAAGATCTCACCATGA AAACATTCAATCCTACCCATGAGATCATTGCACTGTGTGAATTTGASARTA
_____________________ . + + " " i
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680
_________ et N + N . . o
BRSV W2.seq AACTGTGAAAGATCTCACCATGA AAACATTCAATCCTACCCATGAGATCATTGCACTGTGTGAATTTGAGARTA
BRSV-A2 Gelfi.seq AACTGTGAAAGATCTCACCATGA AAACATTCAATCCTACCCATGAGATCATTGCACTGTGTGAATTTGAGARTA
NC sequence.seq AACTGTGAAAGATCTCACCATGA AAACATTCAATCCTACCCATGAGATCATTGCACTGTGTGAATTTGAGARTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACTGTGAAAGATCTCACCATGAAAACTTTCAATCCTACCCATGAGATCATTGCATTGTGTGAATTTGASAIGA
Majority CATCCAAAAGAGTTGTTATACCA ACTTTCTTAAGGTCAATTAATGTAAAAGCXAAGGATTTGGACTCAGRABRA
__________________________ +
3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760
_________ PR
BRSV W2.seq CATCTAAAAGAGTTGTTATACCA ACTITCTTAAGGTOAATTAATGTAAAGGCTAAGGATTTGGACTCABRAGTA
BRSV-A2 Gelfi.seq CATCCAAAAGAGTTGTTATACCA ACTTTCTTAAGGTCAATTAATGTAAAAGCTAAGGATTTGGACTCAGRABAA
NC sequence.seq CATCCAAAAGAGTTGTTATACCA ACTTTCTTAAGGTCAATCAATGTAAAAGCAAAGGATTTGGACTCAGAAGHRS
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATCCAAAAGAATTGTTATACCA ACTTTCTTAAGGTCAATAAATGTAAAAGCAAAGGATTTGGACTCGAARAGEA
Majority GCTACXACAGAGTTCAAAAATGC CATCACTAATGCTAAAATTATACCTTATGCTGGGTTGGTATTAGTTRIUHE
+.
3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830
_________ PO
BRSV W2.seq GCTACTACAGAGTTCAAAAATGC CATCAGTAATGOTARAATTATACCTTATGCTGGGTTGGTATTAGTTISTANT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCTACTACAGAGTTCAAAAATGC CATCACTAATGCTAAAATTATACCTTATGCTGGGTTGGTATTAGT TATTHAT
NC sequence.seq GCTACCACAGAGTTCAAAAATGC CATCACTAATGCTAAAATTATACCTTATGCTGGGTTGGTATTAGT TATTHAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCTACCACAGAG TTCAAAAATGCCATCACTAATGCTAAAATTATACCTTACGCTGGGTTGGTATTAG T TSIIAT
Majority TGACAATAAAGGGGCATTCAAGT ACATTAAACCACAAAGTCAATTTATAGTAGATCTTGGTGCATATC PAGEHEN
__________________________ +
3850 3860 3870 3880 3890 3000 3010 3920
_________ et
BRSV W2.seq TGACAATAAAGGGGCATTCAAGT ACATTAAACCACAAAG TCAATTTATAGTAGATCTTGGTGCATATC PRGMIA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGACAATAAAGGGGCATTCAAGT ACATTAAACCACAAAGTCAATTTATAGTAGATCTTGGTGCATATC BXGNEA
NC sequence.seq TGACAATAAAGGGGCATTCAAGT ACATTAAACCACAAAGTCAATTTATAGTAGATCTTGGTGCATATC BXGNEA
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2960
2959
2959
2955

3040
3039
3039
3035

3120
3119
3119
3115

3200
3199
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3195

3280
3279
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3275

3360
3359
3359
3355

3440
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3435

3520
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3835

3920
3919
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VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGACAATAAAGGGGCATTCAAGTACATTAAACCACAAAGTCAATTTATAGTAGATCTTGGTGCATAT CPHGHEN

Majority GCATATATTATGTAACTACAAAT TGGAAACACACGGCCACTAAATTCTCCATXAAGCCTATAGAGGATTBERIL
__________________________ +
3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
_________ PR
BRSV W2.seq GCATATATTATGTAACTACAAAT TG OARACACACGGCCACT AMATTCTCCATCAAGCCTATAGAGGACTASATC
BRSV-A2 Gelfi.seq GCATATATTATGTAACTACAAAT TGGAAACACACGGCCACTAAATTCTCCATCAAGCCTATAGAGGATCDBEAIL
NC sequence.seq GCATATATTATGTAACTACAAAT TGGAAACACACGGCCACTAAATTCTCCATTAAGCCTATAGAGGAQTASAIT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCATATATTATGTAACTACAAAT TGGAAACACACGGCCACTAAATTCTCCATTAAGCCTATAGAGGATDMTAIT
Majority AACTTATCTTAACACAACAGAAG ACTCCCTTGATAACTTACAAATCATCAXTGTAATXGAATCTTATTTECTAIC
2010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
_________ o v + . . . ey
BRSV W2.seq AACTTATCTTAACACAACAGAAG ACTCCCTTGATAACTTACAAATCATCAATGTAATTGAATCTTATTTGCTAIC
BRSV-A2 Gelfi.seq AACTTATCTTAACACAACAGAAG ACTCCCTTGATAACTTACAAATCATCAATGTAATTGAATCTTATTTGCTAIC
NC sequence.seq AACTTATCTTAACACAACAGAAG ACTCCCTTAATAACTTACTAATCATCATTGTAATCGAATCTTATTTGCTGTC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACTCATCTTAACACAACAGAAGAATCCCTTGACAACCTATAAATCATCATTGTAATCAAATCTTATTTTCTBAC
Majority AACCATAATCATCATATTTTCTC AACCTGATTAACCCTTCAAXTCATCTTGTAGATTATACCTCAAXTASRTNMA
__________________________ +
209 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160
_________ P
BRSV W2.seq AACCATAATCATCATATTTTCTC AACCTOATT AACCCTTOAACTCATCTT GTAGATTATACCTAAACT ACTAM
BRSV-A2 Gelfi.seq AACCATAATCATCATATTTTCTC AACCTGATTAACCCTTCAACTCATCTTGTAGATTATACCTCAACTAMTARAR
NC sequence.seq AACCATAATCATCATATTTTCTC AACCTGATTAACCCTTCAATTCATCTTGTAGATTATACCTCAGTTAGEAARA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACCATAATCATCATATTTTCTC AACCTGATTAACCCTTCGATTCATCTTGTAGATTATACCTCAATTAGHTAMA
Majority ATTATGAAAGCCAXCAAAGXTTA TGTGGGGCAAATAAAATCXGCATCCAATCAAGCACAGCATACACCFGGANAC
4170 4180 1190 4200 4210 4220 4230 2240
_________ i . . . . . ot
BRSV W2.seq ATTATGAAAGCCAGCAAAGGTTA TGTGGGGCAAATAAAATCAGCATCCAATCAAGCACAGCATACACTGGBAGC
BRSV-A2 Gelfi.seq ATTATGAAAGCCAGCAAAGGTTA TGTGGGGCAAATAAAATCAGCATCCAATCAAGCACAGCATACACTGGASAC
NC sequence.seq ATTATGAATGCCAACAAAGATTA TGTGGGGCAAATAAAATCTGCATCCAATCAAGTACAGCATACACOREARAL
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATTATGGAAGCCAACAAAGATCATGTGGGGCAAATAAATTCTGCATCCAATCCAGCACAGCATACACTGGTAAT
Majority XATCCACCAGCXGGTTGAACCTA TTACAATGAACAATACATCTACCATAATAGAGTTTACTGGTGAATTTTREA
__________________________ +
4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320
_________ P
BRSV W2.seq GATCCACCAGCCGGTTGAACCTA TTACAATGAACAATACATCTACCAT AATAGAGTTTACTGGT GAAT TG
BRSV-A2 Gelfi.seq GAGCCACCAGCCGGTTGAACCTA TTACAATGAACAATACATCTACCATAATAGAGTTTACTGGTGAATTATGGA
NC sequence.seq AATCCACCAGCTGGTTGAACTTA TTACAATGAACAATACATCTACCATAATAGAGTTTACTGGTGAATTATGGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATCCACCAGCTGGTTGAACGTATTACAATGAACAGTACATCTACCATAATAAAGTTTACTAGTGAGTTOTGEY
Majority TTACATTAGTCTTTATGATGTTA ACCATAGGTTTTTTCTTTATTGTCACATCATTAGTGGCAGCAATAGTRGRAG:
__________________________ +
2330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400
_________ et
BRSV W2.seq TTACATTAGTCTTTATGATGTTA ACTATAGOTTTTTTCTTTAT TG TOACATCATTAGT GGCAGCAATACTERRTA
BRSV-A2 Gelfi.seq TTACATTAGTCTTTATGATGTTA ACCATAGGTTTTTTCTTTATTGTCACATCATTAGTGGCAGCAATAGTAGNAG
NC sequence.seq TTACATTAGCCTTTATGATGTTA ACCATAGGTTTTTTCTTTATTGTCACATCATTAGTGGCAGCAATAGUGWAB
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTACATTGGTCTTTATGATGTTA ACCACAGGTCTTTTATTTATTGTCACATCATTAGTGGCAGCAATAGHGAR
Majority TGTGACCTCAACGATCATCATAC AAATAGTCTAGACATCAGAACTAGGCTTAGAAATGATACACAATTEARKGT
_____________________ " . + . N .
2410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
_________ et " N . . . o
BRSV W2.seq TGTGACCTCAACGATCATCATAC AAATAGTCTAGACATCAGAACTAGGCTTAGAAATGATACACAATTGAGEAET
BRSV-A2 Gelfi.seq TGTGACCTCAACGATCATCATAC AAATAGTCTAGACATCAGAACTAGGCTTAGAAATGATACACAATTGAGEET
NC sequence.seq TGTGACTTCAACGATCATCATAC AAATAGTCTAGACATCAGAACTAGGCTTAGAAATGATACACAATTGAGAST
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGTGACCTCAACGATCATCATACAAATAGTCTAGACATCAGAACAAGGCTTAGAAATGATACACAATTGAGAGC
Majority ACATGAAGGACCCATCAACCAAT CAAGCAACTAAGAGGACAACAAAACAAAAGAAAATAGCAACATX CXTOMNA
_____________________ " " "y " + iy
2490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560
_________ emememebom N N . . . e
BRSV W2.seq ACATGAAGGACCCATCAACCAAT CAAGCAACTAAGAGGACAACAAAACAAAAGAAAATAGAAACATAGITCAAG
BRSV-A2 Gelfi.seq ACATGAAGGACCCATCAACCAAT CAAGCAACTAAGAGGACAACAAAACAAAAGAAAATAGCAACATACITCAAG
NC sequence.seq ACATGAAGGATCCATCAACCAAT CAAGCAACTAAGAGGACAACAAAACAAAAGAAAATAGCAACATGGATRAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACATGGAGGAACCATCAACCAATCAAGCAACTAAGAGGACAACAAAACAAAAGAAAATAGCAACATGGATBAGA
Majority CAAAGGAAAACCACAACTAATCA GACAATCATCACTCATAXCTCTTTAGTCTACAAATGCTGCATTATATAGTG
4570 4580 4500 4600 4610 4620 4630
- i N + . . .
BRSV W2.seq CAAAGGAAAACCACAACTAATCA GACAATCATCACTCATAACTCTTTAGTCTTCAAATGCTGCATTATGTINGTG
BRSV-A2 Gelfi.seq CAAAGGAAAACCACAACTAATCA GACAATCATCACTCATAACTCTTTAGTCTACAAATGCTGCATTATATAGTG
NC sequence.seq CAAAGGAAAACCACAAAGAATCA GACAATCATCACTCATATCTTTTTAGTCTACAAATGCTGCATTATGIPANTG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAAAAGAAACCCACAACAAATCATACAATCATCACTTATATCTCTTTAATCTACAAATGCTGCATTATGTAARGT
Majority AGTTATTTAAAATTAAACTTAAA AATGGTTTATGGTTACATACAGATGTTGGGGCAAATACAAGXATAIATHGE
+.
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710
_________ et
BRSV W2.seq AGTTATTTAAAATTAAACTTAAA AATGOTTTATGOTTACACACAGATGCTGGGGCAAATACAAGCAT GPIBAC
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTTATTTAAAATTAAACTTAAA AATGGTTTATGGTTACATACAGATGTTGGGGCAAATACAAGCATGIATHAT
NC sequence.seq AGTTATTTAAAATTAAACTTAAA AATGGTTTATGGTTACATACAGATGTTGGGGCAAATACAAGTATGISTAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTTATTTAAAATTAAACTTAAA AATGGTCTATAGACACATATGGATGTTGGGGCAAATACAAGTATGIATNGT
Majority CATCATCTTAAATTCAAGACATT AAAGAGGGCTTGGAAAGCCTCAAAATACTTCATAGTAGGATTATCRTETRAT
__________________________ +
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
_________ oo
BRSV W2.seq CATCATCTTAAATTCAAGACATT AAAGAGGOCTTGOAMGCCTCAAATACTTCATAGTAGGATTAT RITCTAT
BRSV-A2 Gelfi.seq CATCATCTTAAATTCAAGACATT AAAGAGGGCTTGGAAAGCCTCAAAATACTTCATAGTAGGATTAT IFTAA!
NC sequence.seq CACCATCTTAAATTCAAGACATT AAAGAGGGCTTGGAAAGCCTCAAAATACTTCATAGTAGGATTAT IFITAAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATCATCTTAAATTTAAGACTTT AAAGAGGGCTTGGAAAGCCTCAAAATACTTCATAGTAGGATTATONTETAR
Majority GTTCAATTTAAAATCCCTTXTCC AAACGGCTTTGACCACCTTAGCAATGATAACCTTGACATCACTXGTABTAA
_____________________ . + Y + v o
2810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880
_________ et N N . . . e
BRSV W2.seq GTTCAATTTAAAATCCCTTATCC AAACGGCTTTGACCACCTTAGCAATGATAACCTTGACATCACTTGTABTAA
BRSV-A2 Gelfi.seq GTTCAATTTAAAATCCCTTATCC AAACGGCTTTGACCACCTTAGCAATGATAACCTTGACATCACTTGTABTAA
NC sequence.seq GTTCAATTTAAAATCCCTTGTCC AAACGGCTTTGACCACCTTAGCAATGATAACCTTGACATCACTCGIABTEA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTTCAACTTAAAATCCCTTGTCC AAACAGCCTTGTCCACCCTAGCAATGATAACCTTGACATCACTCGIARTAA
Majority TTATTTACATTAGTGTGGGAAAT GCTAAAGCCAAGCCCACATCCAAACCAACCATCCAACAAACACASBABECC
_____________________ . . . + + iy
2890 4900 4910 4920 4930 4940 4950 4960
_________ P N . . . . o
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BRSV W2.seq TTATTTACATTAGTGTGGGAAAT GCTAAAGCCAAGCCCACATCCAAACCAACCATCCAACAAACACARBABECC

BRSV-A2 Gelfi.seq TTATTTACATTAGTGTGGGAAAT GCTAAAGCCAAGCCCACATCCAAACCAACCATCCAACAAACACASBABSCC
NC sequence.seq TTATTTACATTAGTGTGGGAAAT GCTAAAGCCAAGCCCACATCCAAACCAACCATCCAACAAACACASBABSCC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTATTTACATTAGTGTGGGAAAT GCTAAAGCCAAGCCCACATCCAAACCAACCATCCAACAAACACASBABECC
Majority CATACCTCACCATTTTTCACAGA GCACAACTACAAATCAACTCACAXATCAATTCAAAGCACCACACTATRACH
__________________________ +
2970 4980 4990 5000 5010 /5020 5030 5040
_________ PR
BRSV W2.seq CATACCTCACCATTTTTCACAGA GCACAACTACAAATCAACTCACATATCAATTCAAAGCACCACACTMCECQ
BRSV-A2 Gelfi.seq CATACCTCACCATTTTTCACAGA GCACAACTACAAATCAACTCACATATCAATTCAAAGCACCACACTSTTACA
NC sequence.seq CATACCTCACCATTTTTCACAGA GCACAACTACAAATCAACTCACACATCAATTCAAAGCACCACACTRTCATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATACCCCATCATTTTTCACAAA GCACAATTCCAAATCAACTCATACATCAATTCAAAGCACCACACTGTCECA
Majority AAACACAGACACCACTAGAGGAA CTACATACXGTCACTCAATCAACGAAACCCAAAACAGAAAAATCAAARGTE
__________________________ +
5050 5060 5070 5080 5090 /5100 5110 5120
_________ PR
BRSV W2.seq AAACACAGACACCACCAGAGGAA CTACACACGGTOACT CAATCAACGAAACCCAAAACAGAAAAAT CARTATERC
BRSV-A2 Gelfi.seq AAACACAGACACCACTAGAGGAA CTACATACGGTCACTTAATCAACGAAACCCAAAACAGAAAAAT CARARGTA
NC sequence.seq AAACACAGACACCACTAGAGAAA CTACATACAGTCACTCAATCAACGAAACCCAAAACAGAAAAAT CARARGTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAACATAGACACCACTAGAGGAGCTACATACAGTCACTCAACCAATGAAACCCAAAACAGAAAAAT CARARGTA
Majority CTCXACCCGXCACCAGAAAACCA CCAATCAACCCATCGGGAAGCAACCCCCCTGAAAACCACCAAGADRIATRAC
__________________________ +
5130 5140 5150 5160 5170 /5180 5190 5200
_________ P
BRSV W2.seq CTCCACCCGTCACCAGAAAACCA COARTOAAGCCACCOGGAAGCAACCCCCCTGAAACCACCAAGATORTRAC
BRSV-A2 Gelfi.seq CTCCACCCGTCACCAGAAAACCA CCAATCAACCCATCGGGAAGCAACCCCCCTGAAAACCACCAAGARIITTRAC
NC sequence.seq CTCTACCCGCCACCAGAAAACCA CCAATTAACCCATCGGGAAGCAACCCCCCTGAAAACCACCAAGASABTIEAC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTCTACCTGCCACCAAAAAACCACTAACCAACTCATCGGGAAGCAACCCCTCCAAAAACCATCAAGABBESACT
Majority CAAACACTCCCCCATGTGCCTTG CAGTACATGXGAAGGTAATCXXGCTTGCXTATCACTCTGCCAAATAGGHNE
+.
5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270
_________ et
BRSV W2.seq CAAACACTCCCCCATGTGCTTTG CAGTACATGCOAAGGTAATCCCGOTTGCCTATCACTTTGCCAATIBIIGIE
BRSV-A2 Gelfi.seq CAAACACTCCCCCATGTGCCTTG CAGTACATGCGAAGGTAATCCCGCTTGCCTATCACTCTGCCAAARGRABTC
NC sequence.seq CAAACACTCCCCTATGTGCCTTG CAGTACATGTGAAGGTAATCTTGCTTGTTTATCACTCTGCCAAATGGBGEG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAAACACTCCCCCATGTGCCTTGTAGTACATGTGAAGGTAATCTTGCTTGCTTATCACTCTGCCAAATEGGGAE
Majority XGCXTCAAGCAGAGCCCCCACAA TCACCCTCAAAAAGACTCCAAAACCCAAAACCACCAAAAAGCCAARBONA
__________________________ +
5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360
_________ A
BRSV W2.seq TGCGTCAAGCAGAGCCCCCACAA TCACCCTCARAAAGACT COAAAATCCAAAACCACCAAAAAGCCAADINTIA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGCGTCAAGCAGAGCCCCCACAA TCACCCTCAAAATGTCTCCAAAACCCAAAACCACCAAAAAGCCAATIGATNGA
NC sequence.seq AGCACCAAGCAGAGCCCCTACAA TCACCCTCAAAAAGACTCCAAAACCCAAAACCACCAAAAAGCCAATZGONBA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGCATCAAGCAGAGCCCCCACAACACCCTCAAAAAGACACCAAAACTCAAAACCACTAAAAAGCCAATRABSS
Majority TCCACCACAGAACCAGCCCCGAA GCCAAACXGCAACCCAAAAACAACACGGCAGCTCCXCAACAAGGTATICATC
_____________________ o . - N . s
5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440
_________ PR " 3 N . . o
BRSV W2.seq TCCACCACAGAACCAGCCCCGAA GCCAAACCGCAACCCAAAAACAACACGGCAGCTCCGCAACAAGGCATCATC
BRSV-A2 Gelfi.seq TCCACCACAGAACCAGCCCCGAA GCCAAACCGCAACCCAAAAACAACACGGCAGCTCCGCAACAAGGCATTATC
NC sequence.seq TCCACCACAGAACCAGCCCTGAA GCCAAACTGCAACCCAAAAACAACACGGCAGCTCCACAACAAGGIONTITETC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCCACCACAGAACCAGCCCCGASCTAAAATGCAACCCAAAAACAACACGGCAACTCCACGACAAGGTNITTIN C
Majority CCAGAACACCACACAAATCAATC AACTACACAGATCXAACAACACACCTCCATATAATATCAAXXATGTRTAGA
5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
- LTy
BRSV W2.seq CCAAAACACCACACAAATCAATC AACTACACAGATCOAAGAACACACTTCCATATAATATCAACCATG TAGATA
BRSV-A2 Gelfi.seq CCAGAACACCACACAAATCAATC AACTACACAGATCCAACAACACACCTCCATATAATATCAACCATGTATAGA
NC sequence.seq CCAGAACACCACACAAATCAATC AACTACACAGATCTAACAACACACCTCCATATAATATCAATTATG TIATAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CCAGAACAACACACAAATCATTCAACTACACAGATCTAACAACACACCTCTATATAATTTCAATTTTGTTARAGT
Majority TATTTAAAA--XXXXXXAGATAT GTATAATTCACTAATTAAAACTGGGGCAAATAAXGATGGCXACAADBEGGA
--------- ST JE—
5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
__________________ e
BRSV W2.seq T ATTTAAAAAAAGAAAAAGATAT GTATAATTCACTAATT AAAACTGGGGCAAATAAAGATGGCAACAADBSGGA
BRSV-A2 Gelfi.seq TATTTAAAA--AGAAAAAGATAT GTATAATTCACTAATTAAAACTGGGGCAAATAAAGATGGCAACAATDBGGGA
NC sequence.seq TATTTAAAA -~ AGATAT GTATAATTCACTAATTAAAACTGGGGCAAATAAGGATGGCGACAAGARIEN
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATTTAAAA - AGATAT GTATAATTCACTAATTAAAACTGGGGCAAATAAGGATGGCGGCAATHBGRA
Majority TGATCATCAXCATTATCTTCATC TCTACCTATGTGACATATATCACTTTATGCCAAAACATAACAGAAGATCHA
__________________________ +
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680
_________ et
BRSV W2.seq TGATCATCAACATTATCTTCATC TCTACCTATGTOACATATATCACTTTATGCCAAAACATAACAGAAGATTIA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGATCATCAACATTATCTTCATC TCTACCTATGTGACATATATCACTTTATGCCAAAACATAACAGAAGAATEA
NC sequence.seq TGATCATCAGCATTATCTTCATC TCTACCTATGTGACACATATCACTTTATGCCAAAACATAACAGAAGARTER
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGATCATCAGAATTATCTTCATC TCTACCTATATGACAAATATCACTTTATGCCAAAACATAACAGAAGATTHA
Majority TCAACATGCAGTGCAGTTAGTAG AGGTTACCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGG PRRMIBAT
__________________________ +
5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
_________ et
BRSV W2.seq TCAACATGCAGTGCAGTTAGTAG AGGTTACCTTAGTOCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGG IR
BRSV-A2 Gelfi.seq TCAACATGCAGTGCAGTTAGTAG AGGTTACCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGG FRMIAAT
NC sequence.seq TCAACATGCAGTGCAGTTAGTAG AGGTTACCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGG FMIAAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCAACATGCAGTGCAGTTAGTAGAGGTTACCTTAGTGCATTAAGAACTGGATGGTATACAAGTGTGG TRABAT
Majority GAGCAAAATACAAAAAAATGTGT GTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAGAGSA
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840
_________ et " " N . . o
BRSV W2.seq GAGCAAAATACAAAAAAATGTGT GTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAGABSA
BRSV-A2 Gelfi.seq GAGCAAAATACAAAAAAATGTGT GTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAGAGSA
NC sequence.seq GAGCAAAATACAAAAAAATGTGT GTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAGAGSA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GAGCAAAATACAAAAAGATGTGTGTAAAAGTACTGATTCAAAAGTGAAATTAATAAAGCAAGAACTAGAGABSA
Majority ATGCAGTAGTGGAATTGCAGTCA CTTATGCAAAATGAACCGGCCTCCTTCAGTAGAGCAAAAAGAGGGAGA‘CIZGA
5850 5860 5870 5880 5890 5900 5910 5920
_________ PRI " " N . . o
BRSV W2.seq ATGCAGTAGTGGAATTGCAGTCA CTTATGCAAAATGAACCGGCCTCCTTCAGTAGAACAAAGAGAGGGATGATGA
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGCAGTAGTGGAATTGCAGTCA CTTATGCAAAATGAACCGGCCTCCTTCAGTAGAGCAAAAAGAGGGATGATGA
NC sequence.seq ATGCAGTAGTGGAATTGCAGTCA CTTATGCAAAATGAACCGGCCTCCTTCAGTAGAGCAAAAAGAGGGATGATGA

VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGCAGTAACAGAATTGCAGTCACTTATGCAAAATGTACCGGCCTCCTTCAATAGAGCAAAAAGAGGGAGOCA
Majority ATACATTATACAAGAAACTCTAC AAAAAAGTTTTATGGGCTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATRITIAGG

144

4960
4958
4959
4955

5040
5038
5039
5035

5120
5118
5119
5115

5200
5198
5199
5195

5280
5278
5279
5275

5360
5358
5359
5355

5440
5438
5439
5435

5520
5518
5519
5515

5600
5596
5591
5587

5680
5676
5671
5667

5760
5756
5751
5747

5840
5836
5831
5827

5920
5916
5911
5907



_____________________ + + +. + +. J—

5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000

_________ PR
BRSV W2.seq ATACATTATACAAGAAACTCTAC AAAAAAGTTTTATGOGCTAATGOGCAAGAAGAGAAAAAGGAGAT RITTIAGG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATACATTATACAAGAAACTCTAC AAAAAAGTTTTATGGGCTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATRITOIGG
NC sequence.seq ATACATTATACAAGAAACTCTAC AAAAAAGTTTTATGGGCTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATRITOIGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGCATTATACAAAAAATTCTAC AAAAAGGTTTTATGGACTAATGGGCAAGAAGAGAAAAAGGAGATRTTRNGG
Majority XCTAGGTATTGGATCTGCTATTG CAAGTGGTGTAGCAGTXTCCAAAGTACTACACCTGGAGGGAGAGGIAATA
6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070
- - " * N . .
BRSV W2.seq ACTAGGTATTGGATCTGCTATTG CAAGTGGTGTAGCAGTATCCAAAGTACTACACCTGGAGGGAGAGGIAATA
BRSV-A2 Gelfi.seq ACTAGGTATTGGATCTGCTATTG CAAGTGGTGTAGCAGTATCCAAAGTACTACACCTGGAGGGAGAGGPIAATA
NC sequence.seq GCTAGGTATTGGATCTGCTGTTG CAAGTGGTGTAGCAGTGTCCAAAGTACTACACCTGGAGGGAGAGBRGAATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCTAGGCATCGGATCTGCTATTGAAGTGGTGTAGCAGTGTCCAAAGTACTACACCTGGAGGGGGAGBATGRATA
Majority AAAATGCACTGCTATCCACAAAT AAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTACTAGCBRRGAR
+.
6090 6100 6110 6120 6130 (6140 6150
_________ et
BRSV W2.seq AAAATGCACTGCTATCCACAAAT AAAGCAGTAGTTAGTCTATCOAATGOAGTTAGTGTCCTTACTAGCBRAGAR:
BRSV-A2 Gelfi.seq AAAATGCACTGCTATCCACAAAT AAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTACTAGCARBGAR
NC sequence.seq AAAATGCACTGCTATCCACAAAT AAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTACTAGCARRGAR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAAATGCACTGCTATCCACAAAT AAAGCAGTAGTTAGTCTATCCAATGGAGTTAGTGTCCTTACTAGOBRAGAT
Majority CTAAAGAACTATATAGACAAXGA GCTTCTACCTAAAGTTAACAATCATGATTGTAGGATATCCAACATAGAGAT
__________________________ "
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240
_________ et
BRSV W2.seq CTAAAGAACTATATAGACAAGGA GCTTCTACCTAAAG TTAACAAT CATGATTGTAGGATATCCAACAT AGRBAT
BRSV-A2 Gelfi.seq CTAAAGAACTATATAGACAAGGA GCTTCTACCTAAAGTTAACAATCATGATTGTAGGATATCCAACATAGASAT
NC sequence.seq CTAAAGAACTATATAGACAAAGA GCTTCTACCTCAAGTTAACAATCATGATTGTAGGATATCCAACATAGAGAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTAAAGAACTATATAGACAAAGAGCTTCTACCTAAAGTTAATAATCATGATTGTAGGATATCCAACATAGARNT
Majority AGAATTCCAACAAAAAAACAATA GATTGTTAGAAATTGCTAGGGAATTTAGTGTAAATGCTGGTATTACCATXA
_____________________ . " N N N i
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320
_________ et " b N . . ot
BRSV W2.seq AGAATTCCAACAAAAAAACAATA GATTGTTAGAAATTGCTAGGGAATTTAGTGTAAATGCTGGTATTACCATAS
BRSV-A2 Gelfi.seq AGAATTCCAACAAAAAAACAATA GATTGTTAGAAATTGCTAGGGAATTTAGTGTAAATGCTGGTATTACCATAS
NC sequence.seq AGAATTCCAACAAAAAAACAATA GATTGTTAGAAATTGCTAGGGAATTTAGTGTAAATGCTGGTATTACTETAS
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGAATTCCAACAAAAGAACAATAGATTGTTAGAAATTGCTAGGGAATTTAGTGTAAATGCTGGTATTACACTSA
Majority GTACATACATGTTGACCAATAGT GAATTACTATCACTAATTAATGATATGCCTATAACAAATGACCAAARRAATS
__________________________ v
6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390 6400
_________ PR
BRSV W2.seq GTACATACATGTTGACCAATAGT GAATTACTATCACT AATTAATGATATGCCTATAACAAAT GACCAAAGPAVIE
BRSV-A2 Gelfi.seq GTACATACATGTTGACCAATAGT GAATTACTATCACTAATTAATGATATGCCTATAACAAATGACCAAABPANTS
NC sequence.seq GTACATACATGTTGACCAATAGT GAATTACTATCACTAATTAATGATATGCCTATAACGAATGACCAA/ATANIG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTACATACATGTTAACCAATAGT GAATTACTATCACTAATTAATGATTTGCCTATAACAAATGACCAAABRAATGS
Majority TCAAGTAATGTTCAAATAGTCAG GCAACAGAGTTATTCCATTATGTCAGTGGTCAAAGAAGAXGTCATREIGTA
_____________________ . " " + A ot
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480
_________ et " * N . . ek
BRSV W2.seq TCAAGTAATGTTCAAATAGTCAG GCAACAGAGTTATTCCATTATGTCAGTGGTCAAAGAAGAAGTCATREIGRA
BRSV-A2 Gelfi.seq TCAAGTAATGTTCAAATAGTCAG GCAACAGAGTTATTCCATTGTGTCAGTGGTCAAAGAAGAGGTCATRBITGTA
NC sequence.seq TCAAGTAATGTTCAAATAGTCAG GCAACAGAGTTATTCCATTATGTCAGTGGTCAAAGAAGAAGTCATREITRA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCAAACAATGTTCAAATAGTCAG GCAACAGAGTTATTCCATTATGTCAATTGTCAAAGAAGAGGTCATAGTIIR
Majority ACAATTGCCTATTTATGGAGTTA TAGACACCCCCTGTTGGAAACTACACACCTCTCCATTATGCACCATFBATA
__________________________ +
6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560
_________ PR
BRSV W2.seq ACAATTGCCTATTTATGGAGTTA TAGACACCCCCTOTTGGAAACTACACACCTCTCCATTATGCACCATARATA
BRSV-A2 Gelfi.seq ACAATTGCCTATTTATGGAGTTA TAGACACCCCCTGTTGGAAACTACACACCTCTCCATTATGCACCATFRATA
NC sequence.seq ACAATTGCCTATTTATGGAGTTA TAGACACCCCCTGTTGGAAACTACACACCTCTCCGTTATGCACCATRBATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACAATTGCCTATTTATGGAGTTA TAGACACCCCCTGTTGGAAACTGCACACCTCTCCATTATGCACCATRBATA
Majority AAGGGTCAAACATCTGCTTAACT AGGACAGATCGTGGGTGGTATTGTGACAATGCAGGCTCTGTXTCTTACAE
_____________________ "t " * " . o
6570 6580 6590 6600 6610 6620 6630 6640
_________ PR N : N . . ek
BRSV W2.seq AAGGGTCAAACATCTGCTTAACT AGGACAGATCGTGGGTGGTATTGTGACAATGCAGGCTCTGTATCTTACAE
BRSV-A2 Gelfi.seq AAGGGTCAAACATCTGCTTAACT AGGACAGATCGTGGGTGGTATTGTGACAATGCAGGCTCTGTATCTTACAE
NC sequence.seq AAGGGTCAAACATCTGCTTAACT AGGACAGATCGTGGGTGGTATTGTGACAATGCAGGCTCTGTGTCITATAIL
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAGGGTCAAACATCTGCTTAACTAGGACAGATCGTGGGTGGTATTGTGACAATGCAGGCTCTGTGTQITTTARC
Majority GCAGAGACGTGTAAGGTACAATC XAATAGAGTGTTCTGTGACACAATGAACAGTTTAACTXTGCCTACTBATET
__________________________ +
6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
_________ PRI
BRSV W2.seq GCAGAGACGTGTAAGGTACAATC TAATAGAGTATTCTOTGACACAATGAACAGTTTAACTTTGCCTACTBATHT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCAGAGACGTGTAAGGTACAATC TAATAGAGTGTTCTGTGACACAATGAACAGTTTAACTTTGCCTACTBATET
NC sequence.seq ACAGAGACATGTAAGGTACAATC AAATAGAGTGTTCTGTGACACAATGAACAGTTTAACTCTGCCTACTGACTT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCAGAGACGTGTAAGGTACAATAAATAGGGTGTTCTGTGACACAATGAATAGTTTAACTCTGCCTACTSATTI
Majority ATGCAACACTGACATATTXAATA CAAAGTATGACTGTAAAATAATGACATCTAAAACTGACATXAGTAGGRTAG
__________________________ +
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800
_________ oot
BRSV W2.seq ATGCAACACTGACATATTTAATA CAAAGTATGACTGTAARAT AATGACATCTAAAACTGACATTAGTAGGETEG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGCAACACTGACATATTTAATA CAAAGTATGACTGTAAAATAATGACATCTAAAACTGACATTAGTAGGETRA
NC sequence.seq ATGCAACACTGACATATTCAATA CAAAGTATGACTGTAAAATAATGACATCTAAAACTGACATAAGTAGGRTAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTGCAACACTAACATATTCAATA CAAAGTATGACTGTAAAATAATGACATCTAAAACTGATATAAGTAGGRIFA
Majority CTTCAATTGGAGCTATTGTATCA TGCTATGGGAAGACAAAATGTACAGCTTCTAATAAAAATCGTGGAMGATA
+.
6810 6820 6830 6840 6850 6860 6870
_________ et
BRSV W2.seq CTTCAATTGGAGCTATTGTATCA TGCTATGOGAAGACAAAATGTACAGCTTCTAATAAAAATCGTGGARTEATA
BRSV-A2 Gelfi.seq CTTCAATTGGAGCTATTGTATCA TGCTATGGGAAGACAAAATGTACAGCTTCTAATAAAAATCGTGGAMGATA
NC sequence.seq CTTCAATTGGAGCTATTGTATCA TGCTATGGGAAGACAAAATGTACAGCTTCTAATAAAAATCGTGGAMGATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTTCAATTGGAGCTATTGTATCA TGCTATGGGAAGACAAAATGTACAGCTTCTAATAAAAATCGTGGAMGATA
Majority TTTTCCAATGGGTGTGATTATGT ATCXAACAAAGGAGTTGATACTGTATCTGTTGGTAACACACTATARRATGA
_____________________ A . " + A pinkiy
6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960
_________ PR " 3 N . . et
BRSV W2.seq TTTTCCAATGGGTGTGATTATGT ATCCAACAAGGGAGTTGATACTGTATCTGTTGGTAACACACTATARAATSA
BRSV-A2 Gelfi.seq TTTTCCAATGGGTGTGATTATGT ATCCAACAAAGGAGTTGATACTGTATCTGTTGGTAACACACTATARRATEA
NC sequence.seq TTTTCCAATGGGTGTGATTATGT ATCAAACAAAGGAGTAGATACTGTATCTGTTGGTAACACACTATARRATEA

145

6000
5996
5991
5987

6080
6076
6071
6067

6160
6156
6151
6147

6240
6236
6231
6227

6320
6316
6311
6307

6400
6396
6391
6387

6480
6476
6471
6467

6560
6556
6551
6547

6640
6636
6631
6627

6720
6716
6711
6707

6800
6796
6791
6787

6880
6876
6871
6867

6960
6956
6951



VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTTTCCAATGGGTGTGATTATGT ATCAAACAAAGGAGTTGACACTGTATCCGTTGGTAACACACTATARAATEA
Majority GCTAGAGGGGAAAGCACTCTATA TAAAGGGTGAACCAATTATTAATTACTATGATCCACTAGTGTTTCGITGAGT
__________________________ +
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040
_________ PR
BRSV W2.seq GCTAGAGGGGAAAGCACTCTATA TAAAGGGTOAACCAATTATTAATTACTATGATCCACTAGTGTTTCOTTENGT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCTAGAGGGGAAAGCACTCTATA TAAAGGGTGAACCAATTATTAATTACTATGATCCACTGGTGTTTCAITGAGT
NC sequence.seq GCTAGAGGGGAAAGCACTCTATA TAAAGGGTGAACCAATTATTAATTACTATGATCCACTAGTGTTTCGIITEAGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCTAGAGGGGAAAGCACTCTATAAAAGGGTGAACCAATTATTAATTACTATGATCCACTAGTGTTTCGITTEAGT
Majority TTGATGCATCAATTGCCCAAGTA AACGCAAAAATAAACCAAAGCCTGGCTTTCATACGTCGATCTGATGAGHIR
__________________________ +
2050 7060 7070 7080 7090 7100 7110 7120
_________ et
BRSV W2.seq TTGATGCATCAATTGCCCAAGTA AACGCAMAAAT AMACCAAAGCCTGGCTTTCATACGTCGATCTGATGAGRTA
BRSV-A2 Gelfi.seq TTGATGCATCAATTGCCCAAGTA AACGCAAAAATAAACCAAAGCCTGGCTTTCATACGTCGATCTGATGIGAIA
NC sequence.seq TTGATGCATCAATTGCCCAAGTA AACGCAAAAATAAACCAAAGCCTGGCCTTCATACGTCGATCTGATIAGATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTGATGCATCAATTGCCCAAGTAAATGCAAAAATAAACCAAAGCCTGGCTTTCATACGTCGATCTGATGRAZIAG
Majority AGTGTAGATGTAGGAAAATCCAC CACAAATGTAGTAATTACTACTATTATCATAGTGATAGTTGTAGTGHIPGTT
__________________________ +
7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
_________ I,
BRSV W2.seq AGTGTAGATGTAGGAAAATCCAC CACARATGTAGTAATTACTAGTATTATCATAGTGATAGTTGTAGT GRRGTT
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTGTAGATGTAGGAAAATCCAC CACAAATGTAGTAATTACTACTATTATCATAGTGATAGTTGTAGTGRAFGTT
NC sequence.seq AGTGTAGATGTAGGAAAATCCAC CACAAATGTAGTAATTACTACTATTATCATAGTGATAGTTGTAGTGRAFGTT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTGTAGATGTAGGAAAATCCACCACAAATGTAGTAATTACCACTATTATCATAGTGATAGTTGTAG TGYATITIT
Majority AATAGCTGTAGGATTACTGTTTT ACTGTAAGACCAGGAGTACTCCTATCATGTTAGGGAAGGATCAGGTRAGRG
_____________________ by N ; " - o
7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280
_________ i " + . . . o
BRSV W2.seq AATAGCTGTAGGATTACTGTTTT ACTGTAAGACCAGGAGTACTCCTATCATGTTAGGAAAGGATCAGBTRAGEG
BRSV-A2 Gelfi.seq AATAGCTGTAGGATTACTGTTTT ACTGTAAGACCAGGAGTACTCCTATCATGTTAGGGAAGGATCAGGTRAGRG
NC sequence.seq AATAGCTGTAGGATTACTGTTTT ACTGTAAGACCAAGAGTACTCCTATCATGTTAGGGAAGGATCAGGTBAGRG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATAGCTGTAGGATTACTGTTTT ACTGTAAGACCAGAAGTACTCCTATCATGTTAGGGAAGGATCAGGTPAGEG
Majority ACAATCTTTCCTTTAGTAAATGA AATGCATAATGXTTACAATCTAAACCTCAGAATCATAAATGTGATGHGTTA
_____________________ ; + + 5 " ity
7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350 7360
_________ et N + . . . o
BRSV W2.seq ACAATCTTTCCTTTAGTAAATGA AATGCATAATGGTTACAATCTAAACCTCAGAATCATAAATGTGATGAGTTA
BRSV-A2 Gelfi.seq ACAATCTTTCCTTTAGTAAATGA AATGCATAATGGTTACAATCTAAACCTCAGAATCATAAATGTGATGAGTTA
NC sequence.seq ACAATCTTTCCTTTAGTAAATGA AATGCATAATGTTTACAATCTAAACCTCAGAATCATAAATGTGATGIGTTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACAATCTTTCTTTTAGTAAATGA AATGAATAATGTTTACAATCTAAACCTCAGAATCATAAATATGATGASITA
Majority CTAATACATTCAAAAGTTCTATC CGCCAAGXCCTGCATTTTTATCAGGTCTTACATAAGCTAACCTTABEAGTT
_____________________ " " . + N B
7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440
_________ et N . . . . o
BRSV W2.seq CTAATACATTTAAAAGTTCTATC CGCCAAGGCCTGCATTTTTATCAGGTCTTACATAAGCTAACCTTAGBAGTT
BRSV-A2 Gelfi.seq CTAATACATTCAAAAGTTCTATC CGCCAAGGCCTGCATTTTTATCAGGTCTTACATAAGCTAACCTTASBAGTT
NC sequence.seq CTAATACATTCAAAAGTTCTATC CGCCAAGACCTGCATTTTTATCAGGTCTTACATAAGCTAACCTTABEAGTT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CCATTACATTCAAAAGTTCTATC TGCCAAGACCTGCATTTTTATCAGGTCTTACATAAGCTAACTTTAGLREIT
Majority AGCTCCATGTTGXTAGTTATATA AAAATATTATATTAGTCTCAAAGAATAAAATXATTTAACAACCAATOARFRG
__________________________ +
7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520
_________ PO
BRSV W2.seq AGCTCCATGTTGGTAGTTATATA AAAATATTATATTAGTOTCAAAGAAT AMAATAATTTAACAACCAAT GATRGG
BRSV-A2 Gelfi.seq AGCTCCATGTTGGTAGTTATATA AAAATATTATATTAGTCTCAAAGAATAAAATAATTTAACAACCAATGARFAG
NC sequence.seq AACTCCATGTTGATAGTTATATA AAAATATTATATTAGTCTCAAAGAATAAAATTATTTAACAACCAAT GAREAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGCTCCATGTTGATAGTTATATA AAAATATTAAATTAGTCTCAAAGAAAAAAATTATTTAACAGCCAATBARREG
Majority XTGGGGCAAATATGTCACGAAGA AATCCCTGCAAATATGAGATTAGGGGACATTGCTTAAATGGXAAMBARITX
__________________________ +
7530 7540 7550 7560 7570 7580 7590 7600
_________ PR
BRSV W2.seq GTGGGGCAAATATGTCACGAAGA AATCCCT GOARATATGAGATTAGGGOACATTGCTTAAAT GG CAAKPIATTIES
BRSV-A2 Gelfi.seq GTGGGGCAAATATGTCACGAAGA AATCCCTGCAAATATGAGATTAGGGGACATTGCTTAAATGGCAAABMAITIEE
NC sequence.seq ATGGGGCAAATATGTCACGAAGA AATCCCTGCAAATATGAGATTAGGGGACATTGCTTAAATGGTAAABARTET
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGGGGCAAATATGTCTCGAAGAATCCCTGCAAATATGAGATTAGGGGACATTGCTTAAATGGTAAABARIGIT
Majority AGTCATAATTACTTTGAATGGCC TCCACATGCTTTATTAGTGAGGCAAAATTTTATGCTAAATAAGAT ANTIGRAT
7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670
- e N + . . .
BRSV W2.seq AGTCATAATTACTTTGAATGGCC TCCACATGCTTTATTAGTGAGGCAAAATTTTATGCTAAATAAGAT ANTIGRAT
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTCATAATTACTTTGAATGGCC TCCACATGCTTTATTAGTGAGGCAAAATTTTATGCTAAATAAGATANTIGRAT
NC sequence.seq AGTCATAATTACTTTGAATGGCC TCCACATGCTTTATTAGTGAGGCAAAATTTTATGCTAAATAAGATANTIGRAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTCATAATTACTTTGAATGGCC TCCACATGCTTTATTAGTGAGGCAAAATTTTATGCTAAATAAGATARTIGRAT
Majority GGACAGGAACAACGATACCCTGT CAGAAATAAGTGGTGCAGCAGAGTTGGATAGAACAGAAGAATATG(DGTXQG
e e
7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760
_________ PR . + . . . o
BRSV W2.seq GGACAGGAACAACGATACCCTGT CAGAAATAAGTGGTGCAGCAGAGTTGGATAGAACAGAAGAATATGTETTEG
BRSV-A2 Gelfi.seq GGACAGGAACAACGATACCCTGT CAGAAATAAGTGGTGCAGCAGAGTTGGATAGAACAGAAGAATATGTGTISG
NC sequence.seq GGACAGGAACAACGATACCCTGT CAGAAATAAGTGGTGCAGCAGAGTTGGATAGAACAGAAGAATATGTETAGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GGACAGGAACAACGATACCCTGTAGAAATTAGTGGTGCAGCAGAGTTGGATAGAACTGAAGAATATGEISTEAG
Majority TAGGAGTTTTGGAAAGTTACCTA GGCTCTATCAATAATATAACAAAACAATCAGCCTGTGTTGCTATGAGARRA
2770 7780 7790 7800 7810 7820 7830 7840
_________ et . . . . . o
BRSV W2.seq TAGGAGTTTTGGAAAGTTACCTA GGCTCTATCAATAATATAACAAAACAATCAGCCTGTGTTGCTATGAGARRA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGGAGTTTTGGAAAGTTACCTA GGCTCTATCAATAATATAACAAAACAATCAGCCTGTGTTGCTATGAGARRA
NC sequence.seq TAGGAGTTTTGGAAAGTTACCTA GGCTCTATCAATAATATAACAAAACAATCAGCCTGTGTTGCTATGAGARRA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGGAGTTTTGGAAAGTTACCTAGGCTCTATAAATAATATAACAAAACAATCAGCCTGTGTTGCTATGAGAARA
Majority GCCGAGATTAACAATGATGACAT AAAGAGATTGAGGAACAAGGAAGTGCCAACATCACCTAAGATAAGAATATA
_____________________ . + . " " o
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920
_________ et . . . . . o
BRSV W2.seq GCCGAGATTAACAATGATGACAT AAAGAAATTGAGGAACAAGGAAGTGCCAACATCACCTAAGATAAGAATATA
BRSV-A2 Gelfi.seq GCCGAGATTAACAATGATGACAT AAAGAGATTGAGGAACAAGGAAGTGCCAACATCACCTAAGATAAGAATATA
NC sequence.seq GCCGAGATTAACAATGATGACAT AAAGAGATTGAGGAACAAGGAAGTGCCAACATCACCTAAGATAAGAATATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCCGAGATTAACAATGATGACATAAAGAGATTGAGAAACAAGGAAGTGCCAACATCACCTAAGATAAGAATATA
Majority AGTTATATCATATATTGATAGCA ACAAGAGAAACACAAAACAAACTATACATTTGCTTAAGAGATTGCATGTEG
_____________________ A A W + Y i
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000
_________ PR N + . . . et
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6947

7040
7036
7031
7027

7120
7116
7111
7107

7200
7196
7191
7187

7280
7276
7271
7267

7360
7356
7351
7347

7440
7436
7431
7427

7520
7516
7511
7507

7600
7596
7591
7587

7680
7676
7671
7667

7760
7756
7751
7747

7840
7836
7831
7827

7920
7916
7911
7907



BRSV W2.seq AGTTATATCATATATTGATAGCA ACAAGAGAAACACAAAACAAACTATACATTTGCTTAAGAGATTGCATGTEG
BRSV-A2 Gelfi.seq AGTTATATCATATATTGATAGCA ACAAGAGAAACACAAAACAAACTATACATTTGCTTAAGAGATTGCATGTEG
NC sequence.seq AGTTATATCATATATTGATAGCA ACAAGAGAAACACAAAACAAACTATACATTTGCTTAAGAGATTGCETGTAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTTATATCATATATTGATAGCA ATAAGAGAAACACAAAACAAACTATACATTTGCTTAAGAGATTGCAUGTISG
Majority TTAAAAAGACCATCAAGAACACA ATAGATATTCACAACGAAATAAATGGTAATAACCAAGGTGAXATAARTGRA
__________________________ +
8010 8020 8030 8040 8050 8060 8070 8080
_________ PO
BRSV W2.seq TTAAAAAGACCATCAAGAACACA ATAGATATTCACAACGAAAT AAATGGTAATAACCAAGGTGATATAATITEAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TTAAAAAGACCATCAAGAACACA ATAGATATTCACAACGAAATAAATGGTAATAACCAAGGTGATATAARTGHA
NC sequence.seq TTAAAAAGACAATCAAGAACACT ATAGATATTCACAACGAAATAAATGGTAATAACCAAGGTGACATAARTGRR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTAAAAAGACCATCAAGAACACAATAGATATTCACAACGAAATAAATGGTAATAACCAAAG TGACATAARTGHRA
Majority CAAAATGAATAACTCCAACATTA TTATTTTCCCAGAAAAATACCCTTGTAGCATATCCTCTTTGCTAATARBAGA
__________________________ +
809 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160
_________ et
BRSV W2.seq CAAAATGAATAACTCCAACATTA TTATTTTCCCAGAAMAATACCCTTOTAGCATATCCTCTTTGCTAATARBAGA
BRSV-A2 Gelfi.seq CAAAATGAATAACTCCAACATTA TTATTTTCCCAGAAAAATACCCTTGTAGCATATCCTCTTTGCTAATARBAGA
NC sequence.seq CAAAATGAATAACTCCAACATTA TTATTTTCCCAGAAAAATACCCTTGTAGCATATCCTCTTTGCTAATARBGAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAAAATGAATAACTCCAACATTA TTATTTTCCCAGAAAAATACCCCTGTAGCATATCTTCTTTGCTAATARBAGA
Majority ATGATGTTATTGTACTAAGTCAT CAAAATGTTCTTGACTACTTACAGTTTCAATATCCATGTAATATGTGARGAT
_____________________ A " . + . ity
8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240
_________ et " + N . . et
BRSV W2.seq ATGATGTTATTGTACTAAGTCAT CAAAATGTTCTTGACTACTTACAGTTTCAATATCCATGTAATATGTGARGTT
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGATGTTATTGTACTAAGTCAT CAAAATGTTCTTGACTACTTACAGTTTCAATATCCATGTAATATGTGARBAT
NC sequence.seq ATGATGTTATTGTACTAAGTCAT CAAAATGTTCTTGACTACTTACAGTTTCAATATCCATGTAATATGTGARBAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGATGTTATTGTACTAAGTCAT CAAAATATTCTTGACTACTTACAGTTTCAATATCCATGTAATATGTERGAAT
Majority CATATGCTTGATGATATCTATTG GACATCACAGGAGCTAATTGAGGATGTACTTAAGATTCTTCATCTCATAGG
N o . * . R e "
8250 8260 8270 8280 8290 8300 8310 8320
_________ et " + N . . et
BRSV W2.seq CATATGCTTGATGATATCTATTG GACATCACAGGAGCTAATTGAGGATGTACTTAAGATTCTTCATCTTATATG
BRSV-A2 Gelfi.seq CATATGCTTGATGATATCTATTG GACATCACAGGAGCTAATTGAGGATGTACTTAAGATTCTTCATCTTACATG
NC sequence.seq CATATGCTTGATGATATCTATTG GACATCACAGGAGCTAATTGAGGATGTACTTAAGATTCTTCATCTCACATG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATATGCTTGATGATATCTATTG GACATCACAGGAGCTAATTGAGGATGTACTTAAGATTCTTCATCTTATAGG
Majority CATAAGTAAGTATGTGATATATG TTTTAGTGCTATAGTATATAAGTCACTCAACTATTAATCAACAGCCALIATR
__________________________ +
8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
_________ PR
BRSV W2.seq CATAAGTAAGTATGTGATATATG TTTTAGTGCTATAGTATATAAGTCACT CAACTATTAAT CAACAGCCAITICR
BRSV-A2 Gelfi.seq CATGAGTAAGTATGTGATATATG TTTTAGTGCTATAGTATATAAGTCACTCAACTATTAATCAACAGCCRIIATA
NC sequence.seq CATAAGTAAGTATGTGATATATG TTTTAGTGCTATAGTATATAAGTCACTCAACTATTAATCAACAGCCAIIATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CACAAATAAGTATGTGATATATG TTTTAGTGCTATAGTATATAATTCACTCAACTATTAATTAACAACCATTTGA
Majority GCTAGCAATATATAAGGACAAAA TGGATACACTCATTCATGAGAACTCAACTAATGTTTACTTAACAGATAGAR
_____________________ " 5 . N 5 iy
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480
_________ e + + N . . et
BRSV W2.seq GCTAGCAATATATAAGGACAAAA TGGATACACTCATTCATGAGAACTCAACTAATGTTTACTTAACAGATAGAR
BRSV-A2 Gelfi.seq GCTAGCAATATATAAGGACAAAA TGGATACACTCATTCATGAGAACTCAACTAATGTTTACTTAACAGATAGAR
NC sequence.seq GCTAGCAATATATAAGGACAAAA TGGATACACTCATTCATGAGAACTCAACTAATGTTTACTTAACAGATAGAR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCTAGCAATATATAAGGACAAAATGGATACACTCATTCATGAGAACTCAACTAATGTTTACTTAACAGATAGAR
Majority AAGGTGTCATCTCTTTTTCTGAG TGCAATGCXCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGGACCTTATCTAAAABNTPEAT
8490 8500 8510 8520 8530 8540 8550
- s N 4 N . .
BRSV W2.seq AAGGTGTTATCTCTTTTTCTGAG TGCAATGCTCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGGACCTTATCTAAAABNEAT
BRSV-A2 Gelfi.seq AAGGTGTCATCTCTTTTTCTGAG TGCAATGCTCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGGACCTTATCTAAAABNEAT
NC sequence.seq AAGGTGTCATCTCTTTTTCTGAG TGCAATGCCCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGGACCTTATCTAAAAATRAGAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAGGTGTCATCTCTTTTTCTGAG TGCAATGCCCTGGGAAGCTACTTGTTGGATGGACCTTATCTAAAAMIPAGAT
Majority AACATTATAAGTAGACAGAAACC ATTGATAGAACATATAAACTTAAAAAAATTGTCTATCAXACAGTCTARDGAA
_____________________ ; . - + M i
8570 8580 8500 8600 8610 8620 8630 8640
_________ PR N + N . . et
BRSV W2.seq AACATTATAAGTAGACAGAAACC ATTGATAGAACATATAAACTTAAAAAAATTGTCTATCACACAGTCTAATEAA
BRSV-A2 Gelfi.seq AACATTATAAGTAGACAGAAACC ATTGATAGAACATATAAACTTAAAAAAATTGTCTATCACACAGTCTAATGAA
NC sequence.seq AACATCATAAGTAGACAGAAACC ATTGATAGAACATATAAACTTAAAAAAATTGTCTATCATACAGTCTARTGAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACATAATAAGTAGACAGAAACCATTGATAGAACATATAAACTTAAAAAAATTGTCTATCATACAGTCTARTGAA
Majority GTATAACAAAGGAGAGCTGGGTT TAGAAGAACCCACTTACTTTCAATCTTTACTTATGACTTACAAAAGTCAGAT
__________________________ +
8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720
_________ PRI
BRSV W2.seq GTATAACAAAGGAGAGCTGGGTT T AGAAGAACCCACTTACTTTCAATCTTTACTTATGACTTACAAAAGIDIGAT
BRSV-A2 Gelfi.seq GTATAACAAAGGAGAGCTGGGTT TAGAAGAACCCACTTACTTTCAATCTTTACTTATGACTTACAAAAGTCAGAT
NC sequence.seq GTATAACAAAGGAGAGCTGGGTT TAGAAGAACCCACTTACTTTCAATCTTTACTTATGACTTACAAAAGTCAGAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTATAACAAAGGAGAGCTGGGTTTAGAAGAACCCACTTACTTTCAATCTTTACTTATGACTTACAAAAGT CAGAT
Majority CAGAATTXATCACAACTACAACT CTGTTTAAAAAGATAATTCGTAGAGCTATAGAAATAAGTGATGTCAARGTA
_____________________ . M + . 3 iy
8730 8740 8750 8760 8770 8780 8790 8800
_________ et " + N . . et
BRSV W2.seq CAGAATTGATCACAACTACAACT CTGTTTAAAAAGATAATTCGTAGAGCTATAGAAATAAGTGATGTCAAAGTA
BRSV-A2 Gelfi.seq CAGAATTGATCACAACTACAACT CTGTTTAAAAAGATAATTCGTAGAGCTATAGAAATAAGTGATGTCAAAGTA
NC sequence.seq CAGAATTAATCACAACTACAACT CTGTTTAAAAAGATAATTCGTAGAGCTATAGAAATAAGTGATGTCAAAGTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAGAATTAATCACAACTACAACT CTGTTTAAAAAGATAATTCGTAGAGCTATAGAAATAAGTGATGTCAAAGTA
Majority ATATTGAACAAATTGGGTTTAAA AGAAAAGGGAAAAGTTGATAGATGTGATGACACTAACACAACGX DHIETA
__________________________ +
8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880
_________ et
BRSV W2.seq ATATTGAACAAATTGGGTTTAAA AGAAAAGGOAAAAGTTGATAGATOTGATGACACTAACACAACGT DATGIZR
BRSV-A2 Gelfi.seq ATATTGAACAAATTGGGTTTAAA AGAAAAGGGAAAAGTTGATAGATGTGATGACACTAACACAACG T IR
NC sequence.seq ATATTGAACAAATTGGGTTTAAA AGAAAAGGGAAAAGTTGATAGATGTGATGACACTAACACAACGC TATETA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATATTGAACAAGTTGGGTTTAAA AGAAAAGGGGAAAGTTGATAGATGTGATGAAACTAACACAACGCTATATAA
Majority AAGAGATAATATACTCTCAGTCA TAAGTGACAATACTCCXAGTACXAAAAAACCAAATAATTCATCGTGAEMT
__________________________ +
8890 8900 8910 8920 8930 8040 8950 8960
_________ PR
BRSV W2.seq AAGAGATAATATACTCTCAGTCA TAGGTOACAATACTCOTAGTACCAAAAAACCAAATAATTCATCGTGBBARC
BRSV-A2 Gelfi.seq AAGAGATAATATACTCTCAGTCA TAAGTGACAATACTCCTAGTACTAAAAAACCAAATAATTCATCG TGRENAT
NC sequence.seq AAGAGATAATATACTCTCAGTCA TAAGTGACAATACTCCCAGTACTAAAAAACCAAATAATTCATCGTGRGHAT

VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAGAGACAATATACTCTCAGTCATAAGTGACAACACTCCCAGCACCAAAAAACCAAATAATTCATTGTGAGAAC
Majority AGCCAATTAAAACAACAATTTTA TGCAAGCTTTTAAGTTCGATGAGTCATCCCCCTACATGGTTAATATRIASG

147

8000
7996
7991
7987

8080
8076
8071
8067

8160
8156
8151
8147

8240
8236
8231
8227

8320
8316
8311
8307

8400
8396
8391
8387

8480
8476
8471
8467

8560
8556
8551
8547

8640
8636
8631
8627

8720
8716
8711
8707

8800
8796
8791
8787

8880
8876
8871
8867

8960
8956
8951
8947



_____________________ + + +. + +. J—

8970 8980 8990 9000 9010 9020 9030 9040

_________ PR . + N . . ek
BRSV W2.seq AGCCAATTAAAACAACAATTTTA TGCAAGCTTTTAAGTTCGATGAGTCATCCCCCTACATGGTTAATATATASG
BRSV-A2 Gelfi.seq AGCCAATTAAAACAACAATTTTA TGCAAGCTTTTAAGTTCGATGAGTCATCCCCCTACATGGTTAATATATASG
NC sequence.seq AGCCAATTAAAACAACAATTTTA TGCAAGCTTTTAAGTTCGATGAGTCATCCCCCTACATGGTTAATATATASG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGCCAATTAAAACAACAATTTTA TGCAAGCTTTTAAGTTCAATGAGTCATCCCCCCACATGGTTAATATRIASG
Majority TTATACACAAAATTAAATGACAT CTTGACCCAATACAGAACAAATGAAGCAAGXAATCATGGTTACAXAGATAT
9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110
- e " + N . .
BRSV W2.seq TTATACACAAAATTAAATGACAT CTTGACCCAATACAGAACAAATGAAGCAAGGAATCATGGTTACAGRINTET
BRSV-A2 Gelfi.seq TTATACACAAAATTAAATGACAT CTTGACCCAATACAGAACAAATGAAGCAAGGAATCATGGTTACAGRRNTET
NC sequence.seq TTATACACAAAATTAAATGACAT CTTGACCCAATACAGAACAAATGAAGCAAGAAATCATGGTTACATAGATAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTATACACAAAATTAAATGACAT CTTGACCCAATATAGAACAAATGAAGCAAGAAATCATGGTTACATAGATAT
Majority TAGAACCTTGGGTGAATTCCAAT TTATATTAAATCAATATGGTTGCATTGTATATCATAAGAAATTAAAGRAGAA
+.
9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190
_________ I
BRSV W2.seq TAGAACCTTGGGTGAATTCCAAT TTATATTAAATCAATATGGTTGOATT GTATATCATAAGAAATTAAAGRABAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGAACCTTGGGTGAATTCCAAT TTATATTAAATCAATATGGTTGCATTGTATATCATAAGAAGTTAAAGRABAA
NC sequence.seq TAGAACCTTGGGTGAATTCCAAT TTATATTAAATCAATATGGTTGCATTGTATATCATAAGAAATTAAAGAABAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGAACCTTGAGTGAATTCCAAT TTATATTAAATCAATATGGTTGTATTGTATATCATAAGAAATTAAAGAASAA
Majority TCACCACATATAATCAATTTCTA ACATGGAAAGACATTAGCCTCAGTAGATTAAATGTTTGTATGATCATAAGG
_____________________ " A . " + e
9210 9220 9230 9240 9250 9260 9270 9280
_________ Y " + N . . et
BRSV W2.seq TCACCACATATAATCAATTTCTA ACATGGAAAGACATTAGCCTCAGTAGATTAAATGTTTGTATGATCATAAGG
BRSV-A2 Gelfi.seq TCACCACATATAACCAATTTCTA ACATGGAAAGACATTAGCCTCAGTAGATTAAATGTTTGTATGATCATAAGG
NC sequence.seq TCACCACATATAATCAATTTCTA ACATGGAAAGACATTAGCCTCAGTAGATTAAATGTTTGTATGATCATAAGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCACCACATATAATCAATTTCTA ACATGGAAAGACATTAGCCTCAGTAGATTAAATGTTTGTATGATCATSGAGG
Majority AATTGTTTAAATACCTTGAATAA AAGCCTTGGATTGAGATGCGAGTTTAACAATGTCACTCTATCTCABTTATA
_____________________ . . . " . o
9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360
_________ A N + N . . ey
BRSV W2.seq AATTGTTTGAATACCTTGAATAA AAGCCTTGGATTGAGATGCGAGTTTAACAATGTCACTCTATCTCABTTATA
BRSV-A2 Gelfi.seq AATTGCTTAAATACCTTGAATAA AAGCCTTGGATTGAGATGCGAGTTTAACAATGTCACTCTATCTCABTTATA
NC sequence.seq AATTGTTTAAATACCTTGAATAA AAGCCTTGGATTGAGATGTGAGTTTAACAATGTCACTCTATCTCAGTTATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATTGTTTAAATACTTTGAATAA AAGCCTTGGATTGAGATGCAATTTTAACAATGTCACTCTATCTCARTIATA
Majority TGGGGATTGTATATTGAAATTAT TTCATAATGAAGGTTACTATATTATAAAAGAAGTTGAAGGTTTTATBATTAA
_____________________ . Y - " + i
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440
_________ PR N i N . . et
BRSV W2.seq TGGGGATTGTATATTGAAATTAT TTCATAATGAAGGTTACTATATTATAAAAGAAGTTGAAGGTTTTATBATTAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGGGGATTGTATATTGAAATTAT TTCATAATGAAGGTTACTATATTATAAAAGAAGTTGAAGGTTTTATBATEAA
NC sequence.seq TGGGGATTGTATATTGAAATTAT TTCATAATGAAGGTTACTATATTATAAAAGAAGTTGAAGGTTTTATBATEAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGGAGATTGTATATTGAAATTAT TTCATAATGAAGGTTACTATATTATAAAAGAAGTTGAAGGTTTTATBATGAA
Majority TXTTGAACCTAACGGAAGAAGAT CAATTCAGAAAAAGATTCTTCAACAGTATGCTAAATAATATTACAGETSGTA
9450 9460 9470 9480 9490 9500 9510 9520
_________ e . i N . . ey
BRSV W2.seq TCTTGAACCTAACGGAAGAAGAT CAATTCAGAAAAAGATTCTTCAACAGTATGCTAAATAATATTACAGRTSGTA
BRSV-A2 Gelfi.seq TCTTGAACCTAACGGAAGAAGAT CAATTCAGAAAAAGATTCTTCAACAGTATGCTAAATAATATTACAGATSGTA
NC sequence.seq TTTTGAACCTAACGGAAGAAGAT CAATTCAGAAAAAGATTCTTCAACAGTATGCTAAATAATATTACAGATSGTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTTTGAACCTAACAGAAGAAGAT CAATTTAGGAAAAGATTCTTCAACAGTATGCTAAATAATATTACAGRTSGTA
Majority AGAGCTCAACAAGATTTATTATC AAGAGCCCGCCATACTATATTAGACAAAACAATATCAGATAACATAGTAAA
_____________________ f N A + N it
9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600
_________ PR N 4 N . . ek
BRSV W2.seq AGAGCTCAACAAGATTTATTATC AAGAGCCCGCCATACTATATTAGACAAAACAATATCAGACAACATEGGAAA
BRSV-A2 Gelfi.seq AGAGCTCAACAAGATTTATTATC AAGAGCCCGCCATACTATATTAGACAAAACAATATCAGATAACATAGTAAA
NC sequence.seq AGAGCTCAACAAGATTTATTATC AAGAGCCCGCCATACTATATTAGACAAAACAATATCAGATAACATAGTAAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGAGCTCAACAAGATTTATTGTCAAGAGCCCGCCATACTATATTAGACAAAACAATATCAGATAACATAGTAAA
Majority ATGGTTAATTTTATTAGGTAAGT TXCTTAAATTGATTAAATTAGCTGGTGCTAATAATCTTAATAACCTAAGTGT
9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680
_________ PO N " N . . ek
BRSV W2.seq ATGGTTAATTTTATTAGGTAAGT TCCTTAAATTGATTAAATTAGCTGGTGCTAATAATCTTAATAACCTAAGTGT
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGGTTAATTTTATTAGGTAAGT TCCTTAAATTGATTAAATTAGCTGGTGCTAATAATCTTAATAACCTAAGTGT
NC sequence.seq ATGGTTAATTTTATTAGGTAAGT TTCTTAAATTGATTAAATTAGCTGGTGCTAATAATCTTAATAACCTAAGTGT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGGTTAATTTTATTAGGTAAGT TTCTTAAATTGATTAAATTGGCTGGTGCTAATAATCTTAATAATCTAAGTGT
Majority ACTTTCTCTTTAGAATATTTGGA CATCCCATGGTAGATGAACGGCAAGCAATGGATGCTGTGAGATTAARGAST
_____________________ b . N " . gty
9690 9700 9710 9720 9730 9740 9750 9760
_________ PR " + N . . et
BRSV W2.seq ACTTTCTCTTTAGAATATTTGGA CATCCCATGGTAGATGAACGGCAAGCAATGGATGCTGTGAGATTAARGAST
BRSV-A2 Gelfi.seq ACTTTCTCTTTAGAATAATTGGA CATCCCATGGTAGATGAACGGCAAGCAATGGATGCTGTGAGATTAARGAST
NC sequence.seq ACTTTCTCTTTAGAATATTTGGA CATCCCATGGTAGATGAACGGCAAGCAATGGATGCTGTGAGATTAARGAST
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACTTTCTTTTTAGAATATTTGGA CATCCCATGGTAGATGAACGGCAAGCAATGGATGCTGTGAGATTAARGAST
Majority ACTAAATTTTACTTATTGAGTAG XCTTAGXATGTTAAGAGGTGCATTXATTTATAGAATTATAAAGGGATIGAC
__________________________ +
9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
_________ PR
BRSV W2.seq ACTAAATTTTACTTATTGAGTAG TCTCAGTATGTTAAGAGGTGCATTTATTTATAGAATTATAAAGG GATRATAC
BRSV-A2 Gelfi.seq ACTAAATTTTACTTATTGAGTAG TCTTAGTATGTTAAGAGGTGCATTTATTTATAGAATTATAAAGGGASAAGAC
NC sequence.seq ACTAAATTTTACTTATTGAGTAG CCTTAGCATGTTAAGAGGTGCATTCATTTATAGAATTATAAAGGGARKGAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACTAAATTTTACCTATTGAGTAG CCTTAGCATGTTAAGAGGTGCATTCATTTATAGGATTATAAAGGGAARADAT
Majority ATATAATAGGTGGCCTACCTTAA GGAATGCTATAGTTTTACCCTTAAGATGGATAAATTAXTACAAAC TG
+.
9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910
_________ PR
BRSV W2.seq ATATAATAGGTGGCCTACCTTAA GOAATGCTATAGTTTTACCCTTAAGATGGATAAATTATTACAAACTIAMTC
BRSV-A2 Gelfi.seq ATATAATAGGTGGCCTACCTTAA GGAATGCTATAGTTTTACCCTTACGATGGATAAATTATTACAAAC TLIAAGC
NC sequence.seq ATATAATAGGTGGCCTACCTTAA GGAATGCTATAGTTTTACCCTTAAGATGGATAAATTACTACAAAC TIAADE
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATATAATAGGTGGCCTACCTTAAGGAATGCTATAGTTTTACCCTTAAGATGGATAAATTACTATAAAC TTRANZC
Majority CATCATTATTAGAATTAACAGAA XCTGATTTGATTATATTGTCTGGAXTGAGATTTTATAGAGAATTCABTAAAA
9930 9940 9950 9960 9970 9980 9990 10000
_________ PR N 4 N . . Ly
BRSV W2.seq CATCATTATTAGAATTAACAGAA ACTGATTTGATTATATTGTCTGGATTGAGATTTTATAGAGAATTCCATAAAA
BRSV-A2 Gelfi.seq CATCATTATTAGAATTAACAGAA ACTGATTTGATTATATTGTCTGGATTGAGATTTTATAGAGAATTCCATEAAA
NC sequence.seq CATCATTATTAGAATTAACAGAA GCTGATTTGATTATATTGTCTGGACTGAGATTTTATAGAGAATTC@XIGAAA

148

9040
9036
9031
9027

9120
9116
9111
9107

9200
9196
9191
9187

9280
9276
9271
9267

9360
9356
9351
9347

9440
9436
9431
9427

9520
9516
9511
9507

9600
9596
9591
9587

9680
9676
9671
9667

9760
9756
9751
9747

9840
9836
9831
9827

9920
9916
9911
9907

10000
9996
9991



VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CATCATTATTAGAATTAACAGAA GCTGATTTGATTATATTGTCTGGACTGAGATTTTATAGAGAATTCCXIAAAA

Majority AAAGTAGATTTAGAAGTCATAAT AAATGATAAAGCAATATCACCTCCCAAAAACCTTATCTGGACTAGUARPRG
__________________________ +
10010 1002 0 10030 110040 10050 10060 10070 10080
_________ PN
BRSV W2.seq AAAGTAGATTTAGAAGTCATAAT AAATGATAMAGCAATATCACCTCCOAAMAACCTTATCTGGACTAGTARICE:
BRSV-A2 Gelfi.seq AAAGTAGATTTAGAAGTCATAAT AAATGATAAAGCAATATCACCTCCCAAAAACCTTATCTGGACTAGTARPEA
NC sequence.seq AAAGTAGATTTAGAAGTCATAAT AAATGATAAAGCAATATCACCTCCCAAAAACCTTATCTGGACCAGTARRBE
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAAGTAGATTTAGAAGTCATAAT AAATGATAAAGCAATATCACCTCCCAAAAACCTTATCTGGACTAGTRRPAZA
Majority CTATATGCCATCACACATACAGA TTTACATAGAACATGAAAGACTAAAGTXTACTGAGAGTGATAGATGTAIAL
10090 1010 0 10110 10120 10130 10140 10150 10160
_________ PO " N . + + oy
BRSV W2.seq CTATATGCCATCACACATACAGA TTTACATAGAACATGAAAGACTAAAGTATACTGAGAGTGATAGATGTATAL
BRSV-A2 Gelfi.seq CTATATGCCATCACACATACAGA TTTACATAGAACATGAAAGACTAAAGTATACTGAGAGTGATAGATGTAIAL
NC sequence.seq CTATATGCCATCACACATACAGA TTTACATAGAACATGAAAGACTAAAGTTTACTGAGAGTGATAGATGHGAL
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTATATGCCATCACACATACAGATTTACATAGAACATGAAAGACTAAAGTTTACTGAGAGTGATAGATGBREAC
Majority TAGAATATTATTTAAGGAATAAT AGATTCAGTGAGAGTGACXTATATAACTGTATAGTAAAXCAGGAARATAAT
10170 1018 0 10190 10200 10210 10220 10230 10240
_________ PO " N . + " Ly
BRSV W2.seq TAGAATATTATTTAAGGAATAAT AGATTCAGTGAGAGTGACTTATATAACTGTATAGTAAATCAGGAARATGAT
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGAATATTATTTAAGGAATAAT AGATTCAGTGAGAGTGACTTATATAACTGTATAGTAAATCAGGAARATGAT
NC sequence.seq TGGAATATTATTTAAGGAATAAT AGATTCAGTGAGAGTGACCTATATAACTGTATAGTAAACCAGGAATATEAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGAATATTATTTAAGGAATAAT AGATTCAGTGAGAGTGACCTATATAACTGTATTGTAAACCAGGAATRATRAT
Majority CCAAACCATGTAATATCATTAAC AGGAAAAGAAAGAGAACTTAGTGTAGGTAGGATGTTTGCAATGCABTGAGG
10250 1026 0 10270 10280 10290 10300 10310 10320
_________ PR " N . + " Ly
BRSV W2.seq CCAAACCATGTAATATCATTAAC AGGGAAAGAAAGAGAACTTAGTGTAGGTAGGATGTTTGCAATGCAGTGEGG
BRSV-A2 Gelfi.seq CCAAACCATGTAATATCATTAAC AGGAAAAGAAAGAGAACTTAGTGTAGGTAGGATGTTTGCAATGCABTGAGG
NC sequence.seq CCAAACCATGTAATATCATTAAC AGGAAAAGAAAGAGAACTTAGTGTAGGTAGGATGTTTGCAATGCABTGAGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CCAAACCATGTAATATCATTAAC AGGAAAAGAAAGAGAACTTAGTGTAGGTAGGATGTTTGCAATGCAGUGAGG
Majority CAGACAGGTTCAAATCATGGCTG AGAAAATGATAGCTGAGAACATCTTACAATTTTTCCCTGAGAGT TGRS
__________________________ +
10330 1034 0 10350 10360 10370 10380 10390 10400
_________ PR
BRSV W2.seq CAGACAGGTTCAAATCATGGCTG AGAAAATGATAGCTGAGAACAT CTTACAATTTTTCCCTGAGAGTT CRAGAS
BRSV-A2 Gelfi.seq CAGACAGGTTCAAATCATGGCTG AGAAAATGATAGCTGAGAACATCTTACAATTTTTCCCTGAGAGTT GRNRA/S
NC sequence.seq CAGACAGGTTCAAATCATGGCTG AGAAATTGATAGCTGAGAACATCTTACAATTTTTCCCTGAGAGTTBRING
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAGACAAGTTCAAATCATGGCTGAGAAAATGATAGCGGAAAACATCTTACAATTTTTCCCTGAGAGT T ARG
Majority GAGATCTTGAATTACAGAAAATA TTAGAXTTAAAAGCAGGCATTAGCAACAAAGCAAATCGCTGTAATRAIRC
__________________________ +
10410 1042 0 10430 10440 10450 10460 10470 10480
_________ PR +
BRSV W2.seq GAGATCTTGAATTACAGAAAATA TTAGAGTTAAAAGCAGGCATTAGCAACAAAGCAAATCGY TGTAATIAITMNT
BRSV-A2 Gelfi.seq GAGATCTTGAATTACAGAAAATA TTAGAGTTAAAAGCAGGCATTAGCAACAAAGCAAATCGTTGTAATGHIRMT
NC sequence.seq GAGATCTTGAATTACAGAAAATA TTAGAATTAAAAGCAGGCATTAGCAACAAAGCAAATCGCTGTAATGAIRMT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GAGATCTTGAATTACAGAAAATA TTAGAATTAAAAGCAGGCATTAGCAACAAAGCTAATCGCTGTAATGAIANC
Majority AATTATATCAGTAAATGTTCTAT AATXACTGATCTTAGCAAGTTCAATCAGGCATTCAGGTATGAXACGATHIG
__________________________ "
10490 1050 0 10510 110520 10530 10540 10550 10560
_________ PO
BRSV W2.seq AATTATATCAGTAAATGTTCTAT AATAACTGATCTTAGCAAGTTOAATCAGGCATTCAGGTATGAGACGATATS
BRSV-A2 Gelfi.seq AATTATATCAGTAAATGTTCTAT AATAACTGATCTTAGCAAGTTCAATCAGGCATTCAGGTATGAGACCATATS
NC sequence.seq AATTATATCAGTAAATGTTCTAT AATCACTGATCTTAGCAAGTTCAATCAGGCATTCAGGTATGAAACGATHTG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATTATATCAGTAAATGTTCTAT AATCACTGATCTTAGCAAGTTCAATCAGGCATTCAGGTATGAAACGATHIG
Majority TAGTGATGTTTTAGATGAATTAC ATGGTGTACAATCTCTCTTTTCTTGGTTGCATTTAACTATTCCXTTEGGTRA
10570 1058 0 10590 10600 10610 10520 10630 10640
_________ P
BRSV W2.seq TAGTGATGTTTTAGATGAATTAC ATGOTGTACAATCTCTCTTITCTTOGTTGCATTTAACTATTCCATTEBGTRA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGTGATGTTTTAGATGAATTAC ATGGTGTACAATCTCTCTTTTCTTGGTTGCATTTAACTATTCCATTEEGTPA
NC sequence.seq TAGCGATGTTTTAGATGAATTAC ATGGTGTACAATCTCTCTTTTCTTGGTTGCATTTAACTATTCCTTTOGGTAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGTGATGTTTTAGATGAATTAC ATGGTGTACAATCTCTCTTTTCTTGGTTGCACTTAACCATTCCTTTCBETRA
Majority TATGTACTTATAGACATGCTCCA CCTTACATAAGAAATCATATAACAGATCTTAATAAGGTTGATGAGGANAGT
10650 1066 0 10670 10680 10690 10700 10710
- e " N . + "
BRSV W2.seq TATGTACTTATAGACATGCTCCA CCTTACATAAGAAATCATATAACAGATCTTAATAAGGTTGATGAGGGNIGG
BRSV-A2 Gelfi.seq TATGTACTTATAGACATGCTCCA CCTTACATAAGAAATCATATAACAGATCTTAATAAGGTTGATGAGGAGYIA G
NC sequence.seq TATGTACTTATAGACATGCTCCA CCTTACATAAGAAATCATATAACAGATCTTAATAAGGTTGATGAG GG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATGTACTTATAGACATGCTCCA CCTTACATAAGAAATCATATAACTGATCTTAATAAGGTTGATGAG GRRAGIG
Majority TATAGATATCATATGGGTGGTAT AGAAGGTTGGTGTCAAAAATTGTGGACTATTGAAGCGATATCTTTRTTASA
" . ; by + A
10730 1074 0 10750 10760 10770 10780 10790 10800
_________ PR " N . + " Ly
BRSV W2.seq TATAGATATCATATGGGTGGTAT AGAAGGTTGGTGTCAAAAATTGTGGACTATTGAAGCGATATCTTTRTTAGA
BRSV-A2 Gelfi.seq TATAGATATCATATGGGTGGTAT AGAAGGTTGGTGTCAAAAATTGTGGACTATTGAAGCGATATCTTTRTTASA
NC sequence.seq TATAGATATCATATGGGTGGTAT AGAAGGTTGGTGTCAAAAATTGTGGACTATTGAAGCGATATCTTTRITTAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATAGATATCATATGGGTGGTAT AGAAGGTTGGTGTCAAAAATTATGGACTATTGAAGCGATATCTTTATTAGR
Majority ATCTATCAAGGGGAAATTTTCAA TCACAGCTTTAATCAATGGTGATAATCAATCAATTGATATAAGT AATGLIGRA
__________________________ i
10810 1082 0 10830 110840 10850 10860 10870 10880
_________ PO
BRSV W2.seq ATCTATCAAGGGGAAATTTTCAA TCACAGCTTTAATCAATGG TOATAATCAATCAATTGATATAAGTAAIGIGT
BRSV-A2 Gelfi.seq ATCTATCAAGGGGAAATTTTCAA TCACAGCTTTAATCAATGGTGATAATCAATCAATTGATATAAG TAAGIZGRA
NC sequence.seq ATCTATCAAGGGGAAATTTTCAA TCACAGCTTTAATCAATGGTGATAATCAATCAATTGATATAAG TAAGIZGRA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATCCATCAAGGGGAAATTTTCAATCACAGCATTAATCAATGGTGATAATCAATCAATTGATATAAG TAAGIRGRA
Majority TAAATGAAGGACAAACTCATGCA CAGGCTGATTATCTATTAGCACTTAAAAGCCTTAAGTTGTTGTATAMGET
__________________________ +
10890 1090 0 10910 110020 10930 10940 10950 10960
_________ PO
BRSV W2.seq TAAATGAAGGACAAACTCATGCA CAGGCTOATTATCTATTAGCACTTAAMAGCCTTAAGTTGTTGTAT AMGET
BRSV-A2 Gelfi.seq TAAATGAAGGACAAACTCATGCA CAGGCTGATTATCTATTAGCACTCAAAAGCCTTAAGTTGTTGTATAAAGSA
NC sequence.seq TAAATGAAGGACAAACTCATGCA CAGGCTGATTATCTATTAGCACTTAAAAGCCTTAAGTTGTTGTATAMGEA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAAATGAAGGACAAACTCATGCACAGGCTGATTATCTATTAGCACTAAAAAGCCTTAAGTTGTTGTATAAGAA
Majority AGTATAGGTCATAAACTTAAAGG TACGGAGACATATATATCCCGTGATATGCAATTTATGAGTAAAACGARTBA
_____________________ . " N N N s
10970 1098 0 10990 11000 11010 11020 11030 11040
_________ P n N . + " L

149

9987

10080
10076
10071
10067

10160
10156
10151
10147

10240
10236
10231
10227

10320
10316
10311
10307

10400
10396
10391
10387

10480
10476
10471
10467

10560
10556
10551
10547

10640
10636
10631
10627

10720
10716
10711
10707

10800
10796
10791
10787

10880
10876
10871
10867

10960
10956
10951
10947



BRSV W2.seq AGTATAGGTCATAAACTTAAAGG TACGGAGACATATATATCCCGTGATATGCAATTTATGAGTAAAACGARIGA

BRSV-A2 Gelfi.seq AGTATAGGTCATAAACTTAAAGG TACGGAGACATATATATCCCGTGATATGCAATTTATGAGTAAAACGARITBA
NC sequence.seq AGTATAGGTCATAAACTTAAAGG TACGGAGACATATATATCCCGTGATATGCAATTTATGAGTAAAACGARITBA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGTATAGGTCATAAACTTAAAGG TACGGAGACATATATATCCCGTGATATGCAGTTTATGAGTAAAACGEATEA
Majority TGGTGTATACTATCCTGCAAGCA TCAAAAAAGTGCTACGAGTXGGTCCATGGATAAACACAATACTGGARBATT
_____________________ " " - . " i
11050 1106 0 11070 11080 11090 11100 11110 11120
_________ P " N . + " L
BRSV W2.seq TGGTGTATACTATCCTGCAAGCA TCAAAAAAGTGCTACGAGTGGGTCCATGGATAAACACAATACTGGARGATT
BRSV-A2 Gelfi.seq TGGTGTATACTATCCTGCAAGCA TCAAAAAAGTGCTACGAGTGGGTCCATGGATAAACACAATACTGGARGATT
NC sequence.seq TGGTGTATACTATCCTGCAAGCA TCAAAAAAGTGCTACGAGTAGGTCCATGGATAAACACAATACTGGARBATT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGGTGTATACTATCCTGCAAGCATCAAAAAAGTGCTACGAGTAGGTCCATGGATAAACACAATACTGGARBAGT
Majority TAAGTATGGAGTCTATAGGTAGT TTGACTCAAGAGTTAGAATATAGAGGAGAAAGTTTACTATGCAGTTTRAGGE
__________________________ +
11130 1114 0 11150 (11160 11170 11180 11190 11200
_________ PR
BRSV W2.seq TAAGTATGGAGTCTATAGGTAGT TTOACTCAAGAG TTAGAAT ATAGAGGAGAAAGTTTACTATGCAGTITRGE
BRSV-A2 Gelfi.seq TAAGTATGGAGTCTATAGGTAGT TTGACTCAAGAGTTAGAATATAGAGGAGAAAGTTTACTATGCAGTTTRAGE
NC sequence.seq TAAGTATGGAGTCTATAGGTAGT TTGACTCAAGAGTTAGAATATAGAGGAGAAAGTTTACTATGCAGTTTGXGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAAGTATGGAGTCTATAGGTAGTTTGACTCAAGAGTTAGAATATAGAGG TGAAAGTTTACTATGCAGTTTGAGE
Majority AATXTCTGGTTGTATAATCAAAT TGCTTTGCAACTTAAGAATCATGCATTATGTCACAAXAAACTGTATHIA
__________________________ +
11210 1122 0 11230 11240 11250 11260 11270 11280
_________ PR
BRSV W2.seq AATATCTGGTTGTATAATCAAAT TGCTTTOCAACTTAAGAATCAT GOATTATGTCACAATAAACT GTATITAGT
BRSV-A2 Gelfi.seq AATATCTGGTTGTATAATCAAAT TGCTTTGTAACTCAAGAATCATGCATTATGTCACAATAAACTGTATIATRGA
NC sequence.seq AATGTCTGGTTGTATAATCAAAT TGCTTTGCAACTTAAGAATCATGCATTATGTCACAACAAACTGTATATAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATGTCTGGTTATATAATCAAAT TGCTTTGCAACTTAAGAATCATGCATTATGTCACAACAAACTATATIIAIIA
Majority GAAAGTXTTAGCACACTTAAAAA TGTTTTTTAACCTTGATAATATAGATACTGCCCTAACACTATATATGGATAA
N . . ; + A "
11290 1130 0 11310 11320 11330 11340 11350 11360
_________ U " N . + + L
BRSV W2.seq GAAAGTTTTAGCACACTTAAAAA TGTTTTTTAACCTTGATAATATAGATACTGCCCTGACACTATATATEBBATRA
BRSV-A2 Gelfi.seq GAAAGTTTTAGCACACTTAAAAA TGTTTTTTAACCTTGATAATATAGATACTGCCCTAACACTATATATGGATAA
NC sequence.seq GAAAGTGTTAGCACACTTAAAAA TGTTTTTTAACCTTGATAATATAGATACTGCCCTAACACTATATATGGATAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GAAAGTGTTAGCACACTTAAAAATGTTTTTTAACCTTGATAACATAGATACTGCCCTAACACTATATATEGBATAA
Majority TGTTATTTGGTGGTGGAGACCCA AATTTATTATATCGGAGTTTCTATAGAAGAACTCCAGATTTTCTTAGI&CEAAA
11370 1138 0 1139 11400 11410 11420 11430 11440
_________ P " N . + " L
BRSV W2.seq TGTTATTTGGTGGTGGAGACCCA AATTTATTATATCGGAGTTTCTATAGAAGAACTCCAGATTTTCTTAGAGARA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGTTATTTGGTGGTGGAGACCCA AATTTATTATATCGGAGTTTCTATAGAAGAACTCCAGATTTTCTTAGAGARA
NC sequence.seq TGTTATTTGGTGGTGGAGACCCA AATTTATTATATCGGAGTTTCTATAGAAGAACTCCGGATTTTCTTAGGGAPA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGTTATTTGGTGGTGGAGACCCAATTTATTATATCGGAGTTTCTATAGAAGAACTCCAGATTTTCTTAGSGARA
Majority GCACACTCTGTCTTTGTGCTTAG TTATTATACAGGACATGATCTTCAAGATAAATTACAAGATTTAXCATHATT
__________________________ +
11450 1146 0 11470 11480 11490 11500 11510 11520
_________ PR
BRSV W2.seq GCACACTCTGTCTTTGTGCTTAG TTATTATACAGGACATGATCTTCAAGATAAATTACAAGATTTATCATAIGHT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCACACTCTGTCTTTGTGCTTAG TTATTATACAGGACATGATCTTCAAGATAAATTACAAGATTTATCAGAISHAT
NC sequence.seq GCACATTCTGTCTTTGTGCTTAG TTATTATACAGGACATGATCTTCAAGATAAATTACAAGATTTACCAGHIAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCACACTCTGTTTTTGTGCTTAG TTATTATACGGGACATGATCTTCAAGATAAATTACAAGATTTACCAGHEGA
Majority AAATAAGTTTCTTACATGTATCA TAACTTTTGATAAGAACCCTAATGCAGAATTTGTAACATTGATGAGKEARG
11530 1154 0 11550 11560 11570 11580 11590
- - " N . + "
BRSV W2.seq AAATAAGTTTCTTACATGTATTA TAACTTTTGATAAGAACCCTAATGCAGAATTTGTAACATTGATGAGKGARG
BRSV-A2 Gelfi.seq AAATAAGTTTCTTACATGTATCA TAACTTTTGATAAGAACCCTAATGTAGAATTTGTAACATTGATGAGIMEAAT
NC sequence.seq AAATAAGTTTCTTACATGTATCA TAACTTTTGATAAGAACCCTAATGCAGAATTTGTAACATTGATGAGKGARG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AAATAAGTTTCTTACATGTATCA TAACGTTTGATAAGAATCCTAATGCAGAATTTGTAACATTAATGAGHNEHAG
Majority CTTTAGGGTCTGAGAGACAAGCT AAAGTCACTAGTGAAATTAATAGATTAGCAGTGACAGAAGTATTAGGBEER
_____________________ . . . . . o
11610 1162 0 11630 11640 11650 11660 11670 11680
_________ PR " N . + " L
BRSV W2.seq CTTTAGGGTCTGAGAGACAAGCT AAAGTCACTAGTGAAATTAATAGATTAGCAGTGACAGAAGTATTAGGBSAT
BRSV-A2 Gelfi.seq CTTTAGGGTCTGAGAGACAAGCT AAAGTCACTAGTGAAATTAATAGATTAGCAGTGACAGAAGTATTAGGBSER
NC sequence.seq CTTTAGGGTCTGAGAGACAAGCT AAAGTCACTAGTGAAATTAATAGATTAGCAGTGACAGAAGTATTAGGBSER
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTTTAGGGTCTGAAAGACAAGCTAAAGTCACTAGTGAAATTAATAGATTAGCAGTGACAGAAGTATTAGGBARA
Majority AATAAAATATTTGCTAAAAGTGC ACAACATTACACTACTACTGAAGTTGATTTAAATGATGTAATGCAANGABIC
__________________________ +
11690 1170 0 11710 11720 11730 11740 11750 11760
_________ PR
BRSV W2.seq AATAAAATATTTGCTAAAAGTGC ACARCATTACACTACTACTGAAGTTGATTTAAATGATGTAATGCAMGAGIC
BRSV-A2 Gelfi.seq AATAAAATATTTACTAAAAGTGC ACAACATTACACTACTACTGAAGTTGATTTAAATGATGTAATGCAMGRATC
NC sequence.seq AATAAAATATTTGCTAAAAGTGC ACAACATTACACTACTACTGAAGTTGATTTAAATGATGTAATGCAMGRATC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATAAAATATTTGCAAAAAGTGC ACAACATTACACTACTACTGAAGTTGATTTAAATGATGTAATGCAAGHATC
Majority GACTTACCCGCATGGATTAAGAG TGGTCTATGAAAGTCTTCCTTTCTACAAAGCAGAAAAAATTGTTAATITIRNG
__________________________ +
11770 1178 0 11790 11800 11810 11820 11830 11840
_________ PR
BRSV W2.seq GACTTACCCGCATGGATTAAGAG TGO CTATGARAGTCTTCOTTTCTACAAAGCAGAAAAAATTG TTAATRITIGHG
BRSV-A2 Gelfi.seq GACTTACCCGCATGGATTAAGAG TGGTCTATGAAAGTCTTCCTTTCTACAAAGCAGAAAAAATTGTTAATITIZNG
NC sequence.seq GACTTACCCGCATGGATTAAGAG TGGTCTATGAAAGTCTTCCTTTCTACAAAGCAGAAAAAATTGTTAATITIZNG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACTTACCCGCATGGATTAAGAGTGGTCTATGAAAGTCTTCCTTTCTATAAGGCAGAAAAAATTGTTAARITGHG
Majority GCACTAAXTCCATCACCAATATA CTXGAAAAAACXTCTGCTATTGATTATACAGACATTGAGAGAGCTATBAAG
__________________________ +
11850 1186 0 11870 11880 11890 11900 11910 11920
_________ P
BRSV W2.seq GCACTAAGTCCATCACCAATATA CTCOARAAAACGTCTGCTATTGATT ATACAGACATTGAGAGAGCTATASIG
BRSV-A2 Gelfi.seq GCACTAAGTCCATCACCAATATA CTCGAAAAAACGTCTACTATTGATTATACAGACATTGAGAGAGCTATBGAG
NC sequence.seq GCACTAAATCTATCACCAATATA CTTGAAAAAACATCTGCTATTGATTATACAGACATTGAGAGAGCTATSBAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCACTAAATCCATCACCAATATA CTTGAAAAAACATCTGCTATTGATTATACAGACATTGAGAGAGCTATSALG
Majority AGAAAGAATATAACTTTGCTAAT TAGAATTCTTCCATTAGATTACAATAAAGCCAAGTTGGGATTGTTANGIEA
_____________________ A + N . + i
11930 1104 0 11950 11960 11970 11980 11990 12000
_________ e " N . + " i
BRSV W2.seq AGAAAGAATATAACTTTGCTAAT TAGAATTCTTCCATTAGATTACAATAAAGCCAAGTTGGGATTGTTAKGIEA
BRSV-A2 Gelfi.seq AGAAAAAATATAACTTTGCTAAT TAGAATTCTTCCATTAGATTACAATAAAGCCAAGTTGGGATTGTTAKGTEA
NC sequence.seq AGAAAGAATATAACTTTGCTAAT TAGAATTCTTCCATTAGATTACAATAAAGCCAAGTTGGGATTGTTANGIEA

VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGAAAGAATATAACTTTACTAAT TAGAATTCTCCCATTAGATTACAATAAAGCCAAGTTGGGATTGTTAABTARA
Majority TCTTAGTATCACCGATATAAGTA AATATGTXAGAGAAAGATCTTGGTCACTGTCTAACATTGTAGGTATTACAR

150

11040
11036
11031
11027

11120
11116
11111
11107

11200
11196
11191
11187

11280
11276
11271
11267

11360
11356
11351
11347

11440
11436
11431
11427

11520
11516
11511
11507

11600
11596
11591
11587

11680
11676
11671
11667

11760
11756
11751
11747

11840
11836
11831
11827

11920
11916
11911
11907

12000
11996
11991
11987



_________ Hommmmmeae + + +. + +. J—

12010 1202 0 12030 12040 12050 12060 12070 12080
_________ e " N . + > i
BRSV W2.seq TCTTAGTATCACCGATATAAGTA AATATGTGAGAGAAAGATCTTGGTCACTGTCTAACATTGTAGGTACTECAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TCTTAGTATCACCGATATAAGTA AATATGTGAGAGAAAGATCTTGGTCACTGTCTAACATTGTAGGTACTECAA
NC sequence.seq TCTTAGTATCACTGATATAAGTA AATATGTAAGAGAAAGATCTTGGTCACTGTCTAACATTGTAGGTATTACAR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCTTAGTATCACCGATATAAGTA AATATGTAAGAGAAAGATCTTGGTCACTGTCTAACATTGTAGGTATTACAR
Majority GCATATTATATACAATGGATATT AAATACACCACTAGCACTATAACTAGTGGTATAATAATTGAAAAA TITIANAT
_________ et " . " . N ot
12090 1210 0 12110 12120 12130 12140 12150
- i " N . + +
BRSV W2.seq GCATATTATATACAATGGATATT AAATACACCACTAGCACTATAACTAGTGGTATAATAATTGAAAAA TITIANAT
BRSV-A2 Gelfi.seq GCATATTATATACAATGGATATT AAATACACCACTAGCACTATAACTAGTGGTATAATAATTGAAAAA TIATIANAT
NC sequence.seq GCATATTATATACAATGGATATT AAATACACCACTAGCACTATAACTAGTGGTATAATAATTGAAAAA TATIANAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GCATATTATATACAATGGATATT AAATACACAACTAGTACTATAACTAGTGGCATAATAATTGAAAAATIRTIANAT
Majority TTTTTGACTCGTGGTGAGAGGGG TCCCACTAAACCATGGGTAGGATCATCAACCCAAGAAAAGAAAAGEATGEC
. . . . + 4
12170 1218 0 12190 12200 12210 12220 12230
_________ PR " N . + "
BRSV W2.seq TTTTTGACTCGTGGTGAGAGGGG TCCCACTAAACCATGGGTAGGATCATCAACCCAAGAAAAGAAAAGEATGEC
BRSV-A2 Gelfi.seq TTTTTGACTCGTGGTGAGAGGGG TCCCACTAAACCATGGGTAGGATCATCAACCCAAGAAAAGAAAAGEATGEC
NC sequence.seq TTTTTGACTCGTGGTGAGAGGGG TCCCACTAAACCATGGGTAGGATCATCAACCCAAGAAAAGAAAAGEATGEC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTTCTGACTCGTGGTGAGAGAGA CCCACTAAACCATGGGTAGGATCATCAACCCAAGAAAAGAAAATEATGEC
Majority CAATAGGCAGGTTTTAACTAAXA AACAAAAGGATCAAATTGAXTTGTTGGCAAAACTAGATTGGGTTTETATAG
_________ et A * . + . e
12250 1226 0 12270 12280 12290 12300 12310 12320
_________ e " N . + " i
BRSV W2.seq CAATAGGCAGGTTTTAACTAAAA AACAAAAGGATCAAATTGAATTGTTGGCAAAACTAGATTGGGTTTETATAG
BRSV-A2 Gelfi.seq CAATAGGCAGGTTTTAACTAAAA AACAAAAGGATCAAATTGAATTGTTGGCAAAACTAGATTGGGTTTETATAG
NC sequence.seq CAATAGGCAGGTTTTAACTAAGA AACAAAAGGATCAAATTGATTTGTTGGCAAAACTAGATTGGGTTTATATAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAATAGGCAGGTTTTAACTAAGAAACAAAAGGATCAAATTGATTTGTTGGCAAAACTAGATTGGGTTTATATAS
Majority ATAATAAAGATGAGTTTATGGAA GTATTATGTTTGGGAACACTTGGATTATCCTATGAAAAAGCCAAGRRACTE
_________ el " + > " " iy
12330 1234 0 12350 12360 12370 12380 12390 12400
_________ e " N . + " i
BRSV W2.seq ATAATAAAGATGAGTTTATGGAA GTATTATGTTTGGGAACACTTGGATTATCCTATGAAAAAGCCAAGRRATTE
BRSV-A2 Gelfi.seq ATAATAAAGATGAGTTTATGGAA GTATTATGTTTGGGAACACTTGGATTATCCTATGAAAAAGCCAAGRRATTE
NC sequence.seq ATAACAAAGATGAGTTTATGGAA GTATTATGTTTGGGAACACTTGGACTATCCTATGAAAAAGCCAAGRRZITG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATAATAAAGATGAGTTTATGGAA GTATTATGTTTGGGAACACTTGGATTATCCTATGAAAAAGCCAAGRRATTE
Majority CAATACCTGAGTGTAAACTACCT GCATCGTCTTACAGTTAGTAGTAGACCATGTGAGTTTCCTGCCTONBTATA
_________ P . . " + . it
12410 1242 0 12430 12440 12450 12460 12470 12480
_________ e " N . + > i
BRSV W2.seq CAATACCTGAGTGTAAACTACCT GCATCGTCTTACAGTTAGTAGTAGACCATGTGAGTTTCCTGCCTONBTATA
BRSV-A2 Gelfi.seq CAATACCTGAGTGTAAACTACCT GCATCGTCTTACAGTTAGTAGTAGACCATGTGAGTTTCCTGCCTONBTATA
NC sequence.seq CAATACCTGAGTGTAAACTACCT GCATCGTCTTACAGTTAGTAGTAGACCATGTGAGTTTCCAGCCTQY@RTRTC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAATACCTGAGTGTAAACTACCTGCATCGTCTTACAGTTAGTAGTAGACCATGTGAGTTTCCTGCCTONBTATA
Majority CAGAACAACTAATTACCACTTTG ACACAAGTCCAATTAATCGAATACTAACTGAAAAATATGGTGATGAAGATA
_________ oo N ; . "+ . i
12490 1250 0 12510 12520 12530 12540 12550 12560
_________ e " N . + T i
BRSV W2.seq CAGAACAACTAATTACCACTTTG ACACAAGTCCAATTAATCGAATACTAACTGAAAAATATGGTGATGAAGATA
BRSV-A2 Gelfi.seq CAGAACAACTAATTACCACTTTG ACACAAGTCCAATTAATCGAATACTAACTGAAAAATATGGTGATGAAGATA
NC sequence.seq CAGAACAACTAATTACCACTTTG ACACAAGTCCAATTAATCGAATACTAACTGAAAAATATGGTGATGAAGATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAGAACAACTAATTACCACTTTG ACACAAGTCCAATTAATCGAATACTAACTGAAAAATATGGTGATGARGATA
Majority TAGTGTTTCAGAATTGTATCAGT TTTGGTCTTAGCTTAATGTCAGTTGTAGAACAATTTACAAATG TATEAIZGH
_________ PR . . + ; " s
12570 1258 0 12590 12600 12610 12620 12630 12640
_________ e " N . + " i
BRSV W2.seq TAGTGTTTCAGAATTGTATCAGT TTTGGTCTTAGCTTAATGTCAGTTGTAGAACAATTTACAAATGTATEAGGA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGTGTTTCAGAATTGTATCAGT TTTGGTCTTAGCTTAATGTCAGTTGTAGAACAATTTACAAATGTATEAGGA
NC sequence.seq TAGTGTTTCAGAATTGTATCAGT TTTGGTCTTAGCTTAATGTCAGTTGTAGAACAATTTACAAATG TATRIRGH
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGTGTTTCAGAATTGTATCAGT TTTGGTCTTAGCTTAATGTCAGTTGTAGAACAATTTACAAATG TATERGHA
Majority ATTATTCTAATACCAAAACTTAA TGAAATTCATTTGATGAAGCCACCCATATTTACAGGTGATGTTGATAAGTG
_________ PR " + . . - iy
12650 1266 0 12670 12680 12690 12700 12710 12720
_________ e " N . + " i
BRSV W2.seq ATTATTCTAATACCAAAACTTAA TGAAATTCATTTGATGAAGCCACCCATATTTACAGGTGATGTTGATAAGTS
BRSV-A2 Gelfi.seq ATTATTCTAATACCAAAACTTAA TGAAATTCATTTGATGAAGCCACCCATATTTACAGGTGATGTTGATAAGTG
NC sequence.seq ATTATTCTAATACCAAAACTTAA TGAAATTCATTTGATGAAGCCACCCATATTTACAGGTGATGTTGATAAGTG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATTATTCTAATACCAAAACTTAA TGAAATTCATTTAATGAAGCCACCCATATTTACAGGTGATGTTGACARGIT
Majority TAAXCAGGTGATACAGAAACAGC ATATGTTTTTACCTGATAAAATCAGTTTGTCTCAATATGTTGAATTGTAGCA
_________ ot + . ; + " i
12730 1274 0 12750 12760 12770 12780 12790 12800
_________ P " N . + " i
BRSV W2.seq TAAACAGGTGATACAGAAACAGC ATATGTTTTTACCTGATAAAATCAGTTTGTCTCAATATGTTGAATTGTAGCA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAAACAGGTGATACAGAAACAGC ATATGTTTTTACCTGATAAAATCAGTTTGTCTCAATATGTTGAATTGTAGCA
NC sequence.seq TAATCAGGTGATACAGAAACAGC ATATGTTTTTACCTGATAAAATCAGTTTGTCTCAATATGTTGAATTGTAGCA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAATCAGGTGATACAGAAACAGCATATGTTTTTACCTGATAAAATCAGTTTGTCTCAATATGTTGAATTGTAGCA
Majority ATAAAACAXTTAAGAATAGTCCA CATATAAGTTCTAATTTAGTGTTAGTGCACAAAATGTCTGATTACTTATAGG
_________ AN + " . " " o
12810 1282 0 12830 12840 12850 12860 12870 12880
_________ e " N . + > i
BRSV W2.seq ATAAAACAATTAAGAATAGTCCA CATATAAGTTCTAATTTAGTGTTAGTGCACAAAATGTCTGATTACTTATAGG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATAAAACAATTAAGAATAGTCCA CATATAAGTTCTAATTTAGTGTTAGTGCACAAAATGTCTGATTACTTATAGG
NC sequence.seq ATAAAACACTTAAGAATAGTCCA CATATAAGCTCTAATTTAGTGTTAGTGCACAAAATGTCTGATTACTIATASG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATAAAACACTTAAGAATAGTCCA CATATAAGTTCTAATTTAGTGTTAGTGCACAAAATGTCTGATTACTCATAGG
Majority TATGTTTTAAGXACAAACTTAGC AGGACATTGGATAATGATCATACAXCTTATGAAAGATTCXAAAGGTAAGER
. "t ; N Y R A +
12890 1290 0 12910 12920 12930 12940 12950 12960
_________ e " N . + + i
BRSV W2.seq TATGTTTTAAGTACAAACTTAGC AGGACATTGGATAATGATCATACAACTTATGAAAGATTCCAAAGGTBRAGER
BRSV-A2 Gelfi.seq TATGTTTTAAGTACAAACTTAGC AGGACATTGGATAATGATCATACAACTTATGAAAGATTCCAAAGGBRAGER
NC sequence.seq TATGTTTTAAGCACAAACTTAGC AGGACATTGGATAATGATCATACAGCTTATGAAAGATTCTAAAGGBRAGERA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATGTTTTAAGCACAAACTTAGC AGGACATTGGATAATGATCATACAGCTTATGAAAGATTCTAAAGGBRAGAR
Majority GGATTGGGGTGAAGGATATXTAA CTGATCATATGTTTTTAGATTTAAATGTCTTTTTTGATGCATATAAMNTAGT
_________ e " . N + Y il
12970 1298 0 12990 13000 13010 13020 13030 13040
_________ e " N . + " -
BRSV W2.seq GGATTGGGGTGAAGGATATGTAA CTGATCATATGTTTTTAGATTTAAATGTCTTTTTTGATGCATATAAMNTAGT
BRSV-A2 Gelfi.seq GGATTGGGGTGAAGGATATGTAA CTGATCATATGTTTTTAGATTTAAATGTCTTTTTTGATGCATATAAMNTAGT
NC sequence.seq GGATTGGGGTGAAGGATATATAA CTGATCATATGTTTTTAGATTTAAATGTCTTTTTTGATGCATATAAMNTAGT
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12080
12076
12071
12067

12160
12156
12151
12147

12240
12236
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12227

12320
12316
12311
12307

12400
12396
12391
12387

12480
12476
12471
12467

12560
12556
12551
12547

12640
12636
12631
12627
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12716
12711
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VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GGATTGGGGTGAAGGATATATAACTGATCATATGTTTTTAGATTTAAATGTCTTTTTTGATGCATATAAMNTAGT

Majority TATGTTTTCATAAAGGTTATGGA AAAGCTAAATTAGAATGTGATATGAATACATCAGATCTTTTTTGTAGAGTAA
_____________________ . N M v W e
13050 1306 0 13070 13080 13090 13100 13110 13120
_________ PR " N . + " -
BRSV W2.seq TATGTTTTCATAAAGGTTATGGA AAAGCTAAATTAGAATGTGATATGAATACATCAGATCTTTTTTGTAGAGTAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TATGTTTTCATAAAGGTTATGGA AAAGCTAAATTAGAATGTGATATGAATACATCAGATCTTTTTTGTAGAGTAA
NC sequence.seq TATGTTTTCATAAAGGTTATGGA AAAGCTAAATTAGAATGTGATATGAATACATCAGATCTTTTTTGTAGAGTAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TATGTTTTCATAAAGGTTATGGA AAAGCTAAATTAGAATGTGATATGAATACATCAGATCTTTTTTGTAGAGTAA
Majority ATAGATATCAGCTATTGGAAATC CATGTCCAAGGTGTTCTTAGAACAAAAAGTAGTGAAGCACATAATABATTR
_____________________ by N . N " i
13130 1314 0 13150 13160 13170 13180 13190 13200
_________ PO " N . + " -
BRSV W2.seq ATAGATATCAGCTATTGGAAATC CATGTCTAAGGTGTTCTTAGAACAAAAAGTAGTGAAGCACATAATAGATTS
BRSV-A2 Gelfi.seq ATAGATATCAGCTATTGGAAATC CATGTCCAAGGTGTTCTTAGAACAAAAAGTAGTGAAGCACATAATABATOR
NC sequence.seq ATAGATATCAGCTATTGGAAATC CATGTCCAAGGTGTTCTTAGAACAAAAAGTAGTGAAGCACATAATABATTA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATAGATATCAGCTATTGGAAATC CATGTCCAAGGTGTTCTTAGAACAAAAAGTAGTGAAGCACATAATAGATTA
Majority TAGTCTACATAGAGTAAGAGGGT GXCATAGTTTTAAGTTATGGTTCCTTAAGCGTCTTAATACATCTAAGTETIA
__________________________ +
13210 1322 0 13230 113240 13250 13260 13270 13280
_________ PR
BRSV W2.seq TAGTCTACATAGAGTAAGAGGGT GTCATAGTITTAAGTTATGGTTCOTTAAGCGTCTTAATACATCTAAGIITAT
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGTCTACATAGAGTCAGAGGGT GTCATAGTTTTAAGTTATGGTTCCTTAAGCGTCTTAATACATCTAAGTITA
NC sequence.seq TAGTCTACATAGAGTAAGAGGGT GCCATAGTTTTAAGTTATGGTTCCTTAAGCGTCTTAATACATCTAAGGIOA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGTCTACATAGAGTAAGAGGGTGCCATAGTTTTAAGTTATGGTTCCTTAAGCGTCTTAATACATCTAAG GIOA
Majority GTCCTTGGGTAGTCAATATAGAT TATCATCCAACTCATATGAAAGCCATATTGACTTACATGGAGTTGATGEEG
__________________________ +
13200 1330 0 13310 113320 13330 13340 13350 13360
_________ P
BRSV W2.seq GTCCTTGGGTAGTCAATATAGAT TATCATCOAACTCATATGAMAGCCATATTGACTTACATGGAGTTGATEETG
BRSV-A2 Gelfi.seq GTCCTTGGGTAGTCAATATAGAT TATCATCCAACTCATATGAAAGCCATATTGACTTACATGGAGTTGATGEGLG
NC sequence.seq GTCCTTGGGTAGTCAATATAGAT TATCATCCAACTCATATGAAAGCCATATTGACTTACATGGAGTTGATGELG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTCCTTGGGTAGTCAACATAGATTATCATCCAACTCATATGAAAGCCATATTGACTTACATGGAGTTGATHEGG
Majority TTAGTCCATGTAGACAAACTATA CACAGACCAAAAACATAAACTAAATGATGGATTTTACACATCAAATCAART
__________________________ +
13370 1338 0 13390 13400 13410 13420 13430 13440
_________ PR +
BRSV W2.seq TTAGTCCATGTAGACAAACTATA CACAGACCAAAAACATAAACTAAAT GATGGATTTTACACATCAAATCREAT
BRSV-A2 Gelfi.seq TTAGTCCATGTAGACAAACTATA CACAGACCAAAAACATAAACTAAATGATGGATTTTACACATCAAATTAART
NC sequence.seq TTAGTCCATGTAGACAAACTATA CACAGACCAAAAACATAAACTAAATGATGGATTTTACACATCAAATTAART
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TTAGTCCATGTAGATAAACTATA CACAGACCAAAGACATAAACTAGATGATGGATTTTACACATCAAATCARAT
Majority CAATTATAATTTTTCAGATAATA CACACTTGTTAACTAAACAGATAAGAGTAGXAAATTCAGAGTTAARSGATA
_____________________ A + + . Iy g
13450 1346 0 13470 13480 13490 13500 13510 13520
_________ PO " N . + " -
BRSV W2.seq CAATTATAATTTCTCAGATAATA CACACTTGTTAACTAAACAGATAAGAGTAGAAAATTCAGAGTTAARGGATA
BRSV-A2 Gelfi.seq CAATTATAATTTTTCAGATAATA CACACTTGTTAACTAAACAGATAAGAGTAGAAAATTCAGAGTTAARGGATA
NC sequence.seq CAATTATAATTTTTCAGATAATA CACACTTGTTAACTAAACAGATAAGAGTAGCAAATTCAGAGTTAARSTATA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CAATTATAATTTTTCAGATAATA CACACTTGTTAACTAAACAGATAAGGGTAGCAAATTCAGAGTTAARGEATA
Majority ATACAXTGTATCATCCATCTCCT GAATCTTTAGAAAGTATTTTAAAAAGGTCTAATCAAAGXAATAATGEAATTG
_____________________ " + " . . ey
13530 1354 0 13550 13560 13570 13580 13590 13600
_________ PR " N . + " -
BRSV W2.seq ATACAGTGTATCATCCATCTCCT GAATCTTTAGAAAGTATTTTAAACAGGTCTAATCAAAGCAATAATGIAATTG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATACAGTGTATCATCCATCTCCT GAATCTTTAGAAAGTATTTTAAAAAGGTCTAATCAAAGCAATAATGIAATTG
NC sequence.seq ATACATTGTATCATCCATCTCCT GAATCTTTAGAAAGTATTTTAAAAAGGTCTAATCAAAGTAATAATGEAATTG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATACATTGTATCATCCATCTCCT GAACCTTTAGAAAGTATTTTAAAAAGGTCTAATCAAAGTAATAATGIAATTG
Majority AAAGACTATCCCATAGGTAAATT CCAATCTCCAAAGGGACGXGGGGXCTCAXACATAACATGCATAAGEAGAAA
__________________________ +
13610 1362 0 13630 13640 13650 13660 13670 13680
_________ P
BRSV W2.seq AAAGACTATCCCATAGGTAAATT COARTOTCTARAGOOACGGGGOGGCCTCAACATAACATGCATAAGEARTAA
BRSV-A2 Gelfi.seq AAAGACTATCCCATAGGTAAATT CCAATCTCCAAAGGGACGAGGGGCCTCAAACATAACATGCATAAGRARAAA
NC sequence.seq AAAGACTATCCCATAGATAAATT CCAATCTCCAAAGGGACGGGGGGTCTCAGACATAACATGCATAAGTAGAAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTAGACTATCCTATAGGTAAATT CCAATCTCCAAAGGGACAAGGGGTCTCAGACATAACATGCATAAGCAGAAA
Majority AATAAAACAAGGTTATAACAATC AAGATCTGTACAATCTATTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGATTG FAGEAG
_____________________ f . . + by i
13690 1370 0 13710 13720 13730 13740 13750 13760
- e " N . + e "
BRSV W2.seq AATAAAACAAGGTTATAACAATC AAGATCTGTACAATCTATTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGATTG PAGEAG
BRSV-A2 Gelfi.seq AATAAAACAAGGTTATAACAATC AAGATCTGTACAATCTATTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGATTG PAGEAG
NC sequence.seq AATAAAACAAGGTTATAACAATC AAGATCTGTACAATCTATTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGATTG PAGEAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AATAAAACAAGG TTATAACAATC AAGATCTGTACAATCTATTTCCAGCAGTAATAATAGACAAGATTG PAGERG
Majority GTAACATAGCAAACATCAACCAA ATGTATACAATXACTCCAAATCAACTTACATTAATAAGTAATXGTATTATAC
+.
13770 1378 0 13790 13800 13810 13820 13830
_________ PO " N . + "
BRSV W2.seq GTAACATAGCAAACATCAACCAA ATGTATACAATAACTCCAAATCAACTTACATTAATAAGTAATAGTATTATAT
BRSV-A2 Gelfi.seq GTAACATAGCAAACATCAACCAA ATGTATACAATAACTCCAAATCAACTTACATTAATAAGTAATAGTATTATAC
NC sequence.seq GTAACATTGCAAACATCAACCAA ATGTATACAATTACTCCAAATCAACTTACATTAATAAGTAATGGTATTATAC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GTAACATAGCAAACATCAACCAAATGTATACAATTACTCCAAATCAACTTACATTAATAAGTAATGGTATTATAC
Majority TGTATGCTTCCXTGGCATCATAT AAATAGGTTTAATTTTGTGTTTAGCTCCACTGGTTGCAAAATTAG THCTAAT
__________________________ +
13850 1386 0 13870 13880 13890 13900 13910 13920
_________ PR
BRSV W2.seq TGTATGCTTCCATGGCATCATAT AAATAGGTTTAATTTTOTOTTTAGCT CCACTGGTTGCAAAATTAG AT
BRSV-A2 Gelfi.seq TGTATGCTTCCATGGCATCATAT AAATAGGTTTAATTTTGTGTTTAGCTCCACTGGTTGCAAAATTAG THCTAT
NC sequence.seq TGTATGCTTCCGTGGCATCATAT AAATAGGTTTAATTTTGTGTTTAGCTCCACTGGTTGCAAAATTAG THCTAY
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGTATGCTTCCGTGGCATCATATAAATAGGTTTAATTTTGTGTTTAGCTCCACTGGTTGTAAAATTAG TACERAT
Majority ACTTAAGGATCTTAAAATAAAGG ATCCTCATTGTATAGCCTTTATAGGGGAAGGGGCAGGAAATTTG GATAG
__________________________ +
13930 1394 0 13950 13960 13970 13980 13990 14000
_________ PR
BRSV W2.seq ACTTAAGGATCTTAAAATAAAGG ATCCTOATTGTATAGCCTTTATAGOGGAAGGGGCAGGAAATTTG TGATAG
BRSV-A2 Gelfi.seq ACTTAAGGATCTTAAAATAAAGG ATCCTCATTGTATAGCCTTTATAGGGGAAGGGGCAGGAAATTTG TTTATAG
NC sequence.seq ACTTAAGGATCTTAAAATAAAGG ATCCTCATTGTATAGCCTTTATAGGGGAAGGGGCAGGAAATTTG THTATAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACTTAAGGATCTTAAAATAATGG ACCCTCATTGTATAGCTTTTATAGGAGAAGGGGCAGGAAATTTGMIBATSG
Majority TAGTGGAATTACATCCAGACATA AAATATATTTATAGAAGTCTAAAAGATTGTAATGATCATAGTTTACGASTTTT
_____________________ " . . . > et
14010 1402 0 14030 14040 14050 14060 14070 14080
_________ P " N . + > L

152

13027

13120
13116
13111
13107

13200
13196
13191
13187

13280
13276
13271
13267

13360
13356
13351
13347

13440
13436
13431
13427

13520
13516
13511
13507

13600
13596
13591
13587

13680
13676
13671
13667

13760
13756
13751
13747

13840
13836
13831
13827

13920
13916
13911
13907

14000
13996
13991
13987



BRSV W2.seq TAGTGGAATTACATCCAGACATA AAATATATTTATAGAAGTCTAAAAGATTGTAATGATCATAGTTTACCGASITT

BRSV-A2 Gelfi.seq TAGTGGAATTACATCCAGACATA AAATATATTTATAGAAGTCTAAAAGATTGTAATGATCATAGTTTACGASTTTC
NC sequence.seq TAGTGGAATTACATCCAGACATA AAATATATTTATAGAAGTCTAAAAGATTGTAATGATCATAGTTTACGASTTTT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGTAGAATTACATCCAGACATA AAATATATTTATAGAAGTCTAAAAGATTGTAATGATCATAGTTTACGAGTTT
Majority CTAAGATTATACAATGGCCATAT AAGTATAGATTATGGAGAAAATCTAACTATACCAGCCACTGAXGCEBCTAR
_____________________ . N " . W i
14090 1410 0 14110 14120 14130 14140 14150 14160
_________ PR " N . + + L
BRSV W2.seq CTAAGATTATACAATGGTCATAT AAGTATAGATTATGGAGAAAATCTAACTATACCAGCTACTGACGCRACTAR
BRSV-A2 Gelfi.seq CTAAGATTATACAATGGCCATAT AAGTATAGATCATGGAGAAAATCTAACTATACCAGCCACTGACGOARNTIRAA
NC sequence.seq CTAAGATTATACAATGGCCATAT AAGTATAGATTATGGAGAAAATCTAACTATACCAGCCACTGATGCRACTAR
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq CTAAGATTATACAATGGCCATAT AAGTATAGATTATGGAGAAAATCTAACTATACCAGCCACTGATGCRACTAR
Majority ACATTGGTCTTACTTACATATAA GATATGCAGAACCXATAAATCTTTTTGTATGTGATGCTGAGTTACTABATA
__________________________ +
14170 1418 0 14190 14200 14210 14220 14230 14240
_________ e
BRSV W2.seq ACATTGGTCTTACTTACATATAA GATATGOAGAACCTATARATCTTTTTGTATGTGATGCTGAGTTACGRBATR
BRSV-A2 Gelfi.seq ACATTGGTCTTACTTACATATAA GATATGCAGAACCTATAAATCTTTTTGTATGTGATGCTGAGTTACARBATA
NC sequence.seq ACATTGGTCTTACTTACATATAA GATATGCAGAACCCATAAATCTTTTTGTATGTGATGCTGAGTTACTAGETA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACATTGGTCTTACTTACATATAA GATATGCAGAACCCATAAATCTTTTTGTTTGTGATGCTGAGTTACCABETA
Majority AXTGGAGTAGAATTGTTTCAGAA TGGTATAAGCATGTTAXATGTTGCAAGTATTGCTCTACAATTGACBBARGA
_____________________ Y . " by . i
14250 1426 0 14270 14280 14290 14300 14310 14320
_________ e " N . + " L
BRSV W2.seq ATTGGAGTAGAATTGTTTCAGAA TGGTATAAGCATGTTAAATGTTGCAAGTATTGCTCTACAATTGACBBARGA
BRSV-A2 Gelfi.seq ATTGGAGTAGAATTGTTTCAGAA TGGTATAAGCATGTTAAATGTTGCAAGTATTGCTCTACAATTGACBBARGA
NC sequence.seq ACTGGAGTAGAATTGTTTCAGAA TGGTATAAGCATGTTAGATGTTGCAAGTATTGCTCTACAATTGACBGARGY
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ACTGGAGTAGAATTGTTTCAGAATGGTATAAGCATGTTAGATGTTGCAAGTATTGCTCTACAATTGACBAARTA
Majority ATTGTAAAATATCATGCACAAGA TATCACTGATTTCAAATTAGATAACATATCAATAGTCAAAACATATGTMGG
e
14330 1434 0 14350 14360 14370 14380 14390 14400
_________ PR " N . + " L
BRSV W2.seq ATTGTAAAATATCATGCACAAGA TATCACTGATTTCAAATTAGATAACATATCAATAGTCAAAACATATGTTAGG
BRSV-A2 Gelfi.seq ATTGTAAAATATCATGCACAAGA TATCACTGATTTCAAATTAGATAACATATCAATAGTCAAAACATATGTTAGG
NC sequence.seq ATTGTAAAATATCATGCACAAGA TATCACTGATTTCAAATTAAATAACATATCAATAGTCAAAACATATGTGAGG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATTATAAAATATCATGCACAAGA TACCACTGATTTCAAATTANATAACATATCAATAGTCAAAACATATGTTAGG
Majority TAGTAAXCTGAAAGGTTCTGAGG TTTATTTAGTCCTTACAGTTGGTCCATCTAATATATTTCCATCTTTUAGIGC
__________________________ +
14410 1422 0 14430 114440 14450 14460 14470 14480
_________ P
BRSV W2.seq TAGTAAACTGAAAGGTTCTGAGG TTTATTTAGTCCTTACAGTTGGTCOAT CTAATATATTTCCATCTTTGABIEC
BRSV-A2 Gelfi.seq TAGTAAACTGAAAGGTTCTGAGG TTTATTTACTCCTTACAGTTGGTCCATCTAATATATTTCCATCTTTAAGTEC
NC sequence.seq TAGTAAGCTGAAAGGTTCTGAGG TTTATTTAGTCCTTACAGTTGGTCCATCTAATATATTTCCATCTTTAAGTEGC
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAGTAAGCTGAAAGGTTCTGAGG TTATTTAGTCCTTACAGTTGGTCCATCTAATATATTTCCATCTTTAASIGC
Majority AGAATGCTAAGTTGATACTTTCA AGGACACAAAATTTTCCCATGCCTAAGAAGATTGACAAGGATTCAGTAGHT
_____________________ "t + . . A i
14490 1450 0 14510 14520 14530 14540 14550 14560
_________ P " N . + T L
BRSV W2.seq AGAATGCTAAGTTGATACTTTCA AGGACACAAAATTTTCCCATGCCTAAGAAGATTGACAAGGATTCAGTAGAT
BRSV-A2 Gelfi.seq AGAATGCTAAGTTGATACTTTCA AGGACACAAAATTTTCCCATGCCTAAGAAGATTGACAAGGATTCAGTAGAT
NC sequence.seq AGAATGCTAAGTTGATACTTTCA AGGACACAAAATTTTCCCATGCCTAAGAAGATTGACAAGGATTCAGTAGAT
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGAATGCTAAGTTGATACTTTCA AGGACACAAAATTTTCCCATGCCTAAGAAGATTGACAAGGATTCABTASAT
Majority ATTAAAAGTTTGATACCXTTTCT TTGXTATCCTATAACTAAGAAAGGGATAAAGGCAGCATTATCTAAGERTGA
_____________________ A T+ ; \ ; o
14570 1458 0 14590 14600 14610 14620 14630 14640
- s " N . + o +
BRSV W2.seq ATTAAAAGTTTGATACCATTTCT TTGCTATCCTATAACTAAGAAAGGGATAAAGGCAGCATTATCTAAGGAGEA
BRSV-A2 Gelfi.seq ATTAAAAGTTTGATACCATTTCT TTGCTATCCTATAACTAAGAAAGGGATAAAGGCAGCATTATCTAAGGAGEA
NC sequence.seq ATCAAAAGTTTGATACCGTTTCT TTGTTATCCTATAACTAAGAAAGGGATAAAGGCAGCATTATCTAAGTRAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATTAAAAGTTTGATACCGTTTCT TTGTTATCCTATAACTAAGAAAGGGATAAAGGCAGCATTATCTAAGERAGA
Majority GGTAGATGGAAACATTTTATCAT ATTCTATXGCAGGGCGAAATGAAGTTTATAGTAAXAAGCTTATAAABTAGA
__________________________ +
14650 1466 0 14670 14680 14690 14700 14710 14720
_________ PR
BRSV W2.seq GGTAGATGGAAACATTTTATCAT ATTCTATOGCAGGGCOARAT GAAGTTTATAGTAATAAGCTTATAAABTATA
BRSV-A2 Gelfi.seq GGTAGATGGAAACATTTTATCAT ATTCTATGGCAGGGCGAAATGAAGTTTATAGTAACAAGCTTATAAAGTEGA
NC sequence.seq GGTAGATGGAAACATTTTATCAT ATTCTATAGCAGGGCGAAATGAAGTTTATAGTAACAAGCTTATAAABTAGA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq GGTAGATGGAAACATTTTATCAT ATTCTATAGCAGGGCGAAATGAAGTTTATAGTAATAAGCTTATAAABTATGA
Majority TAAACATCCTAAAATGGTTAGAT CATATATTAAATTTTCGATCTCTAGAGTTCAGCTATAATCACTTATATAGAA
_____________________ A M " " " i
14730 1474 0 14750 14760 14770 14780 14790 14800
_________ P " N . + " L
BRSV W2.seq TAAACATCCTAAAATGGTTAGAT CATATATTAAATTTTCGATCTCTAGAGTTCAGCTATAATCACTTATATAGAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TAAACATCCTAAAATGGTTAGAT CATATATTAAATTTTCGATCTCTAGAGTTCAGCTATAATCACTTATATABAA
NC sequence.seq TAAACATCCTAAAATGGTTAGAT CATATATTAAATTTTCGATCTCTAGAGTTCAGCTATAATCACTTATATABAA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TAAACATTCTAAAATGGTTAGAT CATGTATTAAATTTCCGATCTCTAGATTTCAGCTATAATCACTTATATAGBA
Majority TCAACATATCCTTTCTTAAGTGA GTTACTAAACAGTTTGACTACTAATGAACTTAAAAAATTXATTAAGEGESRG
__________________________ +
14810 1482 0 14830 14840 14850 14860 14870 14880
_________ e
BRSV W2.seq TCAACATATCCTTTCTTAAGTGA GTTACTAAACAGTTTOACTAGT AATGAACTTAAAAAATTGATTAAGESBBAG
BRSV-A2 Gelfi.seq TCAACATATCCTTTCTTAAGTGA GTTACTAAACAGTTTGACTACTAATGAACTTAAAAAATTGATTAAGEIBGAEG
NC sequence.seq TCAACATATCCTTTCTTAAGTGA GTTACTAAACAGTTTGACTACTAATGAACTTAAAAAATTAATTAAGSGESAG
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TCAACATATCCTTTCTTAAGTGA GTTACTAAACAGTCTGACTACTAATGAACTTAAAAAATTAATTAAGEIBSAEG
Majority TGTATTATATAGTCTTCAGCATG AATTGTAAGACTCATAACACTTTXGTGTGATTCAXTTTACAACCATGATIPA
__________________________ +
14890 1490 0 14910 114920 14930 14940 14950 14960
_________ P
BRSV W2.seq TGTATTATATAGTCTTCAGCATG AATTGTAAGACT CATAACACTTTTOTGCGATTCACTTTACAACCATIMGIAA
BRSV-A2 Gelfi.seq TGTATTATATAGTCTTCAGCATG AATTGTAAGACTCATAACACTTTTGTGTGATTCACTTTACAACCATGWITPA
NC sequence.seq TGTATTATATAGTCTTCAGCATG AATTGTAAGACTCATAACACTTTGGTGTGATTCATTTTACAACCATRATGPA
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq TGTATTATATAGTCTTCAGCATG AATTGTAAGACTAATAACACTTTGGTGTGATTCATTTTACAACCATGWIGEPA
Majority ATGTAATATCAATATAGTTATTT AAAAACTCACATTATCTATATAGTTGXXAATCTCAAATTCCCACACPGERCE
__________________________ .
14970 1498 0 14990 15000 15010 15020 15030 15040
_________ PR
BRSV W2.seq ATGTAATATCAATATAGTTATTT AAAAACTCACATTATCTATATAGTT GACGATCCCAAATTCCCACAGATIIATE
BRSV-A2 Gelfi.seq ATGTAATATCAATATAGTTATTT AAAAACTCACATTATCTATATAGTTGACAATCTCAAATTCCCACACPGCRCC
NC sequence.seq ATGTAATATCAATATAGTTATTT AAAAACTCACATTATCTATATAGTTGTTAATCTTAAATTCCCACATAGITGC

VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq ATGTAATATCAATATAGTTATTT AAAAACTCACATTATCTATACAGTTGTTAATCACAAATTCCCACACKITIGC
Majority AACTCAAAXTCCACTGGTCAAGA TCTAAACCAXAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGAATATGTCCTTIIRTRAG

153

14080
14076
14071
14067

14160
14156
14151
14147

14240
14236
14231
14227

14320
14316
14311
14307

14400
14396
14391
14387

14480
14476
14471
14467

14560
14556
14551
14547

14640
14636
14631
14627

14720
14716
14711
14707

14800
14796
14791
14787

14880
14876
14871
14867

14960
14956
14951
14947

15040
15036
15031
15027



_________ Hommmmmeae + + +. + +. J—

15050 1506 0 15070 15080 15090 15100 15110 15120
_________ emmmmmeeonn + + + + + —
BRSV W2.seq AACTCAAACTCCACTGGTCAAGG TCTAAACCAAAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGAATATGTCCTTIACAAG 15120
BRSV-A2 Gelfi.seq AACTCAAGCTCCACTGGTCAAGA TCTAAACCAAAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGAATATGTCCTAORIAAG 15116
NC sequence.seq AACTCAAATTCCACTGGTCAAGA TCTAAACCAGAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGAATATGTCCTTIRIAAG 15111
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AACTCAAATTCTACTGGTCAAGATCTAAACCAGAAAATCAAAAATTTAATGGTACGAGAATGTGTCCTTGOARG 15107
Majority AGGATAGTTTTTGATACTTTTTT TCTCGT
_________ P, R
15130 1514 0
- e
BRSV W2.seq AGGATAGTTTTTGATACTTTTTT TCTCGT 15149
BRSV-A2 Gelfi.seq AGGATAGTTTTTGATACTTTTTT TCTCGT 15145
NC sequence.seq AGGATAGTTTTTGATACTTTTTT TCTCGT 15140
VRSB3761 P8 FINALE 2007.seq AGGATAGTTTTTGATACTTTTTT TCTCGT 15136
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