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DESCRIPCION

Vacuna para prevenir y tratar la rinitis atréfica progresiva porcina

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1. CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidn estd, en general, en el campo de las vacunas veterinarias, composiciones de vacuna y
procedimientos de producir las mismas. Particularmente, en el presente documento se proporcionan las vacunas
para inmunizar animales contra la rinitis atréfica progresiva (RAP), que comprende una combinacion de tres
fragmentos de toxinas de subunidades recombinantes de Pasteurella multocida (rsPMT), cada uno con una
secuencia de aminoacidos que corresponde a los residuos de aminoacidos 2-486, 486-986 o 986-1281 de la toxina
de Pasteurella multocida (PMT).

2. DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

[0002] La rifiita atréfica progresiva (RAP) es una importante enfermedad de las vias respiratorias altas en cerdos.
Las lesiones caracteristicas incluyen hipoplasia dsea turbinaza, distorsion facial y hemorragia nasal como
consecuencia de los frecuentes estornudos. Ademas, la RAP produce una significativa pérdida econdmica global en
la produccion de cerdos debido al retraso del crecimiento. En varios estudios se ha demostrado que la toxina de
Pasteurella multocida (PMT) es el principal factor de virulencia responsable de la atrofia turbinaza que se ve en la
RAP (véase, por ejemplo, Ackermann MR y col. 1996; Am J Vet Res 57(6):848-852; y Lax AJ & Chanter N. 1990; J
Gen Microbiol 136:81-87). La inoculacién de PMT sola podria reproducir todos los sintomas principales de la RAP en
cerdos expuestos de forma experimental. La PMT, en aerosol o inyectada en los cerdos, produce una atrofia
turbinaza grave y reduce la ganancia de peso (Kamp EM & Kimman TG 1988; Am. J. Vet. Res. 49:1844-1849). Los
mecanismos por los cuales la PMT reduce la ganancia de peso y la atrofia 6sea conchal se han estudiado
extensamente. Los resultados de varios estudios indican que la PMT podria incrementar la resorcion 6sea y reducir
la formacién de hueso alterando las funciones de los osteoblastos y los osteoclastos.

[0003] La base molecular de la virulencia de la PMT sigue sin estar clara, pero puede estar asociada con la
activacion de los osteoclastos o inactivacion de los osteoblastos. Se ha demostrado que la PMT es un potente
mitégeno para varios tipos de células, como los fibroblastos 3T3 de cerdo. La PMT podia inducir una estimulacion
semimaxima de la sintesis de ADN vy la proliferacion celular a dosis tan bajas como 1 pM. El efecto de la PMT sobre
los osteoclastos y osteoblastos porciones se ha investigado usando un sistema de cultivo celular in vitro. La
exposicion de las células de médula dsea a la vitamina F3 y a PMT durante el crecimiento condujo a un incremento
del nimero de células y la aparicion temprana de los osteoclastos en comparacién con los controles. Las
concentraciones bajas de PMT dieron como resultado retraso del crecimiento u disminucion de la formacion de
nédulos en los osteoblastos, mientras que las concentraciones altas de PMT aumentaron la muerte celular e
inhibieron la formaciéon de médulos (Gwaltney SM y col. 1997; Vet Pathol 34(5):421-430). PMT también estimula la
proliferacion celular, pero afecta a la maduracién celular y a la funcion celular en cultivos primarios de osteoblastos
de rata. Estos hallazgos sugieren que PMT pueden incrementar la resorcion ésea y disminuir la aposicion ésea, lo
que, en Ultima instancia, conduce a ostedlisis progresiva y a atrofia 6sea continua.

[0004] Muchos posibles patdgenos bacterianos pueden colonizar la cavidad nasal o las amigdalas de cerdos y P.
multocida es uno de los principales patdgenos oportunistas capaces de producir el complejo de enfermedad
respiratoria porcina (CERP). De hecho, la RAP se considera una enfermedad respiratoria contagiosa con una
elevada prevalecia en las areas del mundo en la que se practica la cria moderna de cerdos. Los antibidticos, la
vacunacion y la buena gestiéon pueden reducir la gravedad y la frecuencia de la RAP. No obstante, el uso excesivo
de antibiéticos es una fuente de problemas para la salud publica y la vacunacién ha surgido como el abordaje mas
atractivo en el control de la RAP (Foged NT y col. Vet Rec 1989; 125(1):7-11; Kobisch M, Pennings A, Vet Rec 1989;
124 (3):57-61; y Sakano T y col. J Vet Med Sci 1997; 59(1):55-57).

[0005] La totalidad del gen de PMT (toxA) que codifica una proteina de 1285 aminoacidos se ha clonado y
expresado en E. coli (Petersen SK & Foged NT 1989; Infect Immun 57(12):3907-3913). Se ha demostrado que un
derivado de PMT recombinante que carece de los residuos de aminoacidos 27-147 en N-terminal induce una
respuesta protectora contra la exposicién a una dosis letal de PMT en ratones (Petersen SK y col. 1991; Infect
Immun 59(4):1387-1393), y que reduce la colonizacion por P. multocida toxigénica en las narinas y amigdalas de los
cerdos (Nielsen JP y col. 1991; Can J Vet Res 55(2):128-138). Por tanto, los derivados de PMT recombinantes
pueden servir como inmundégenos ideales para producir una buena respuesta protectora sin causar citotoxicidad en
animales.

[0006] La formalina es el reactivo mas frecuente usado para inactivar la PMT, pero puede inducir alteraciones

quimicas que pueden reducir la inmunogenicidad o la eficacia de las vacunas (Nielsen JP y col. 1991; como se ha
descrito). Por tanto, un derivado de PMT no téxico pero inmunogénico podria ser ventajoso para el desarrollo de
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vacunas eficaces contra la RAP. La mayoria de las vacunas contra la RAP probadas hasta la fecha consisten en
cultivos inactivados de P. multocida o de toxoides de PMT. Los toxoides se preparan mediante el tratamiento de
PMT con formaldehido, que elimina la toxicidad manteniendo la antigenicidad. Estas vacunas para la RAP son
eficaces cuando se prueban en granjas. No obstante, PMT constituye menos del 0,6 % de las proteinas celulares de
P. multocida, lo que hace necesario cultivar una gran cantidad de bacterias con el fin de obtener suficiente antigeno
para usar a escala comercial. Las vacunas con toxoide tradicionales requieren el cultivo a gran escala de una cepa
toxigénica de P. multocida y un procedimiento tedioso y caro para la preparacion del toxoide de PMT. Ademas de
requerir tiempo y ser caro, la necesidad de usar reactivos inactivantes, tales como formaldehido, puede inducir
alteraciones quimicas incontrolables en la inmunogenicidad de proteinas que pueden reducir o eliminar la eficacia de
dichas vacunas.

[0007] La porcién en N-terminal de PMT (residuos 1 a 506 a.a.) se ha considerado que contiene el supuesto dominio
de unién a la célula y el dominio de translocacién. La inmunizacion de rsPMT Tox1 en N-terminal (Residuos 1 a 487
aa) podria producir anticuerpos neutralizantes que podrian impedir la unién de PMT a las células diana vy,
posteriormente, su translocacién a través de la membrana celular. En consecuencia, se bloqueé la actividad de PMT.
Ademas, se ha sugerido que la porciéon en C-terminal de PMT era el dominio catalitico y los anticuerpos producidos
contra los fragmentos en C-terminal (residuos residuos 681-1285 y 849-1285) eran capaces de inhibir el efecto
mitogénico de PMT. Se demostré que los residuos 1165 (cisteina), 1205 (histidina) y 1223 (histidina) eran esenciales
para la actividad intracelular de PMT (Baldwin MR y col. 2004; 54(1):239-250; y Pullinger GD y col. 2001; Infect.
Immun. 69: 7839-7850). Los derivados de rsPMT son faciles de producir y no son citotéxicos, de modo que no se
requiere una inactivaciéon quimica adicional antes de usar. La patente de EE.UU. n° 6.110.470 divulgé los derivados
polipeptidicos de la toxina de P. multocida, que comprende las secuencias de aminoacidos idénticas a PMT pero
carece de los aminoacidos 1043-1130 o carece de los aminoacidos 1130-1285.

[0008] Asi, en la presente invencion se producen tres derivados de la subunidad recombinante de PMT (rsPMT), que
representan las porciones en N-terminal (aa. 2-486), del centro (aa. 486-986) y C-terminal (aa. 986-1281) de PMT, y
sus inmunogenicidades se caracterizan evaluando el nivel de células secretoras de anticuerpos especificos de PMT,
los titulos de anticuerpos neutralizantes en suero y el grado de proliferacion linfocitaria en ratones y cerdos
inmunizados. La eficacia de estas subunidades recombinantes como vacuna se evalué en cerdas prefiadas y su
descendencia mediante el andlisis de los titulos de anticuerpos neutralizantes en el calostro y el suero, y mediante
monitorizacion de la tasa de supervivencia y la ganancia de peso medio en lechones tras la exposicion a PMT.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] Un aspecto de la presente invencion es proporcionar una vacunas para inmunizar animales contra la rinitis
atréfica progresiva (RAP), que comprende una combinacién de tres proteinas, comprendiendo cada uno de ellas un
fragmento de toxinas de subunidades recombinantes de Pasteurella multocida (rsPMT), en el que el fragmento
consiste en la secuencia de aminoacidos de los residuos de aminoacidos 2-486, 486-986 o 986-1281 en la SEC ID
N° 2, respectivamente.

[0010] En una realizacion, los fragmentos de PMT se fabrican en la célula huésped que se ha transformado con un
plasmido que comprende la secuencia codificadora de un fragmento de la toxina de P. multocida 2-486, 486-986 y/o
986-1281. La célula huésped usada en el presente documento puede ser procariota o eucariota.

[0011] En el segundo aspecto, la presente invencion proporciona una vacuna multivalente contra la rinitis atréfica
progresiva (RAP), que comprende una combinaciéon de tres proteinas como se ha descrito anteriormente como
primer componente y al menos un antigeno o epitopo asociado con otra patologia animal. En una realizacion, la
vacuna multivalente se usa para prevenir y/o tratar la rinitis atréfica progresiva (RAP) y la seudorabia (PR).

BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURAS

[0012]

La Figura 1 representa las proteinas celulares totales expresadas por diferentes clones de rsPMT E. coli
separadas en 10% de SDS-PAGE (A), seguido de andlisis de transferencia Western usando el anticuerpo
monoclonal anti-PMT (B) o suero inmunoldégico de cerdo (C). Calle 1, patrones de proteinas (BIO-RAD); calle 2,
Tox1 (86 kDa); calle 3, Tox2 (86 kDa); calle 4, Tox7 (55.4 kDa); calle 5, Tox6 (158 kDa); calle 6, PMT (155 kDa);
calle 7, pET 32b(+). La localizacion de cada proteina rsPMT expresada se indica con una flecha y la PMT nativa
sintetizada en P. multocida PMD 48 se indica con la punta de flecha.

La Figura 2 representa la citotoxicidad de rsPMT y PMT nativa sobre las células Vero. Las monocapas de las
células Vero se trataron con DMEM (A), 140 ng/ml de PMT nativa (B) y 1,5 mg/ml de Tox1 (C), respectivamente
a 37 °C durante 7 dias. La morfologia celular se visualiza mediante microscopio de contraste de fases (Olympus
IX-70). Aumento 100X.

La Figura 3 representa las ASN especificas de PMT de ratones inmunizados presentes en el bazo 14 dias
después de la vacunacién de refuerzo (barras abiertas) y la dosis letal de PMT nativa a la que ha sido expuestos
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(barras cerradas). En cada punto de tiempo se estudiaron 3 ratones/grupo. #Significativamente (p<0,05) diferente
con ratones inmunizados con toxoide tras la vacunacion de refuerzo.*Significativamente (p<0,05) diferente con
ratones inmunizados con toxoide tras exposicion a PMT nativa.

La Figura 4 representa ASC especificas de PMT detectadas en ganglios linfaticos pulmonares (A) y de bazo (B)
de lechones tras inmunizaciéon de refuerzo (vacunados) y la posterior exposicion a PMT (expuestos) o a un
refuerzo con un antigeno homologo (reforzados). Los resultados de cada experimento se analizaron para
determinar el efecto del tratamiento usando una distribucion t de Student. Los resultados estadisticos se
consideraron significativos cuando los valores de p fueron inferiores o iguales a 0,05 (*).

La Figura 5 representa ASC especificas de PMT detectadas en ganglios linfaticos pulmonares (A) y de bazo (B)
de lechones tras inmunizacidon de refuerzo (vacunados) y la posterior exposicion a PMT (expuestos) o a un
refuerzo con un antigeno homoélogo (reforzados). El titulo de SN se expresé como la dilucién de punto final de
suero que podia inhibir la citotoxicidad de cuatro veces la DMT de la PMT auténtica en células Vero.

La Figura 6 representa las fotografias representativas de las conchas turbinazas de cerdos experimentales en
grupos vacunados con vacuna de rsPMT (B), vacuna del toxoide de la RA convencional (C) y no vacunados (D) a
las 2 semanas de la exposicion a la auténtica PMT.

Los cerdos no vacunados y no expuestos sirvieron como control negativo (A).

La Figura 7 representa los titulos de anticuerpos neutralizantes en suero especificos de PMT en cerdas prefiadas
y tras la inmunizacién de refuerzo (vacunados) de la vacuna bivalente de RAP-RP.

La Figura 8 representa los titulos de anticuerpos neutralizantes en suero especificos de RP en cerdas prefiadas y
tras la inmunizacioén de refuerzo de la vacuna bivalente de RAP-RP.

DESCRIPCION DETALLADA

[0013] A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que un experto en la técnica de la invencion entiende habitualmente.

[0014] La vacuna de acuerdo con la presente invencién comprende una combinacion de tres fragmentos de toxinas
de subunidades recombinantes de Pasteurella multocida (rsPMT), cada uno con una secuencia de aminoacidos que
corresponde a los residuos de aminoacidos 2-486, 486-986 o 986-1281 en la SEC ID N° 2. Los fragmentos de
rsPMT se puede expresar en células procariotas o eucariotas transformadas con un plasmido que comprende la
secuencia de codificacion de los fragmentos de la toxina de Pasteurella multocida.

[0015] Como se usa en el presente documento, una combinacion se refiere a cualquier asociacion entre dos o mas
elementos.

[0016] Como se usa en el presente documento, la produccion mediante la técnica de ADN recombinante usando
procedimientos de ADN recombinante significa el uso de procedimientos bien conocidos de biologia molecular para
expresar proteinas codificadas por el ADN clonado.

[0017] Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz
de transportar otro acido nucleico al que se ha unido. En general, los vectores de expresion estan en forma de
“plasmido”, que, en general, son bucles de ADN bicatenario circular que no estan unidos al cromosoma.

[0018] Como se usa en el presente documento, "residuo de aminoacido” se refiere a un aminoacido formado tras la
digestion quimica (hidrélisis) de un polipéptido en sus enlaces peptidicos.

[0019] La secuencia de aminoacidos que “corresponde sustancialmente a” significa con homologia de secuencia de
aproximadamente mas o igual a 80%, 85%, 90%, 95% o 99%; el porcentaje preciso se puede especificar si es
necesario.

[0020] Ejemplos de adyuvante convencional usado en las presentes formulaciones de vacunas incluyen compuestos
de aluminio, también conocidos como gel de aluminio, tal como hidréxido de aluminio, Al(OH); y fosfato de aluminio,
AIPOy; sulfato de aluminio potasio, KAI(SO4),-12H,0 (D.E.S. Stewart-Tull (1996), Aluminum adjuvants. en Vaccine
protocols, Robinson, A., G. H., y C. N. Wiblin, Farrar Human Press. Totoga, New Jersey, USA. pp. 135-139);
adyuvante completo de Freund, FCA; adyuvante incompleto de Freund, FIA; emulsién de agua en aceite, A/A;
emulsion de aceite en agua, A/A y similares.

[0021] La concanavalina A, Con A, es un inmunoestimulante eficaz con células T de activacion. Las respuestas
proliferativas de los linfocitos T secretan IL-2 y otras citoquinas para estimular las respuestas inmunitarias asociadas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375280 T3

Ejemplos

[0022] Otras caracteristicas de la invencion seran evidentes en el curso de las descripciones siguientes de las
realizaciones de ejemplo. Estos ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion de la invencion y no se pretende
que la invencion se limite a ellos.

Ejemplo 1. Construccion de clones derivados de PMT.

[0023] Pasteurella multocida PMD 48 es un aislamiento toxigénico de tipo D obtenido de un cerdo afectado por un
caso tipico de RAP en Taiwan (Liao CM y col. 2002; Taiwan Vet J 28(4):281-293.). P. multocida PMD 48 se cultivd
en caldo de infusion de cerebro corazén (BHI) (Difco) para la preparacion de la toxina de Pasteurella multocida
auténtica y la extraccion de ADN genomico. La cepa BL21 de E. coli (DE3) (Novagen) se cultivd en medio de Luria-
Bertain (LB) para la clonacién y expresion de proteinas. Las secuencias de codificacion de la proteina PMT se
clonaron en los vectores de expresion pET basados en el promotor T7 (Novagen). Las enzimas de restriccién y la T4
ADN ligasa se obtuvieron del New England Biolabs.

[0024] Se cred un producto génico de PMT de longitud completa mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) usando cebadores especificos de PMT (directo: 5AGAGGTTATGGATCCGAAAACAAAACATTTTI'; inverso:
5CTCTTGTTAAGCTA GCCTTTGTGAAAAGAGGAGS3’). El producto génico de PMT de longitud completa se purificd
y después se digirié con las combinaciones adecuadas de las enzimas de restriccion para producir tres regiones de
codificacion diferentes del gen de PMT. El fragmento de 1459 pb de BamHI/Hindlll que codifica los aminoacidos 1-
487 en N-terminal de PMT se clon6 en pET32b para generar el clon Tox 1.

[0025] El fragmento de 1508 pb de Hindlll/Hindlll que codifica la region central (aa 485 a 987) de PMT se clon6 en
pET32b para generar el clon Tox 2. El fragmento de 891 pb de Hindlll/Nhel que codifica la region en C-terminal (aa
986 a 1282) de PMT se cloné en pET25b y después se subcloné el fragmento BamHI/Blpl en pET32b para generar
el clon Tox 7 en C-terminal.

[0026] Los plasmidos de expresion recombinante Tox1, Tox2, y Tox7 se transformaron en BL21 de E. coli (DE3) de
acuerdo con el manual del fabricante. La expresion de rsPMT se indujo con

[0027] isopropil-R-D-tiogalactopiranésido 1 mM (IPTG; Protech), y la rsPMT se purificé usando los kit His Bind®
(Novagen, Darmstadt, Alemania) de acuerdo con el manual del fabricante. La concentracion de proteinas se
cuantificé usando el reactivo de ensayo de proteinas Bio-Rad (BIO-RAD, Hercules

[0028] CA). Se prepard PMT auténtica a partir de P. multocida PMD 48 cultivada en medio NHI a 37 °C durante 26
horas como se ha descrito anteriormente Nakai T y col. 1984; Infect Immun 46(2):429-434). La PMT auténtica se
destoxifico con 0,2 % (v/v) de formalina (Fisher) a 37 °C con agitacion durante 48 h para generar el toxoide de PMT.

Ejemplo 2 Expresién y purificacion de rsPMT

[0029] Las rsPMT se expresaron como proteinas de fusién que contienen un péptido de fusion en N-terminal. Los
plasmidos Tox1, Tox2, Tox6 y Tox7 se transformaron en BL21 de E. coli competente (DE3) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una unica colona de cada transformante se cultivd a 37 °C en medio Luria-Bertain (LB)
que contiene 100 pg/ml de ampicilina hasta alcanzar una DOsggy de 1,0. Después se afiadié isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) hasta una concentracion final de Mm. El cultivo se incubd durante 6 horas adicionales a
37 °C. Las células se recogieron mediante centrifugacioén y se resuspendieron en soluciéon salina tamponada con
fosfato (PBS) con 0,1% de Triton X-100. Las células se rompieron mediante sonicacion y la suspension se mezcld
con un volumen igual de 2x SDS-PAGE tampén de muestra (Tris-HCI 125 mM [pH6,8], 20% de glicerol, 4% de SDS,
10% de R-mercaptoetanol, 0,25% de azul bromofenol) y las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE. Se
preparé PMT nativa a partir de P. multocida PMD 48 cultivada en medio BHI a 37 °C durante 26 horas como se ha
descrito anteriormente (21). Después de romper las células, las fracciones insolubles que contienen rsPMT se
recogieron mediante centrifugacion. Las fracciones insolubles se disolvieron en tampoén de solubilizacion (CAPS 50
mM, 0,3% de N-lauroilsarcosina, 1 mM DTT; Novagen, Darmstadt, Alemania) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Tras la centrifugacion, el sobrenadante que contiene la proteina solubilizada se transfirié a un
tubo limpio para una purificacion adicional de proteina. La rsPMT se purificd usando el kit His Bind® (Novagen,
Darmstadt, Alemania) de acuerdo con el manual del fabricante, seguido por replegamiento en 10 volimenes de PBS
a 4°C durante la noche. Después de concentrar con Amicon® Ultra 30,000 MWCO (Millipore, Bedford, EE.UU.), La
concentracion de proteinas se cuantific6 usando el reactivo de ensayo de proteinas Bio-Rad (BIO-RAD, Hercules,
CA).

[0030] Tres proteinas de subunidades recombinantes de PMT que representan las regiones en N-terminal (Tox1; aa
1 a 487), central (Tox2; aa 485 a 987) y C-terminal (Tox7; aa 986 a 1282) de PMT, respectivamente, se produjeron
con éxito en E. coli. El peso molecular de Tox1, Tox2 y Tox7 sobre10% de SDS-PAGE fue 86, 86 y 55,4 kDa,
respectivamente (Fig. 2). Las eficiencias de expresion de las proteinas rsPMT variaron de 28-35% de la proteina
celular total (datos no mostrados). La expresion de rsPMT aumentd considerablemente hasta 60 veces en las
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proteinas celulares totales. Estos resultados sugieren que, en comparacion con la produccion de PMT nativa, se
podian obtener cantidades suficientes de proteinas rsPMT para disminuir suficientemente los costes de la
preparacion de la vacuna.

Ejemplo 3. Ensayo de citotoxicidad de rsPMT en ratones

[0031] Se obtuvieron células de rifion de mono verde africano (Vero, ATCC CCL-81) en Food Industry Research and
Development of Taiwan, R.O.C. y se cultivaron en medio DMEM suplementado con L-glutamina 2 mM, 1,5 g/l de
bicarbonato sédico, piruvato sédico 0,1 mM y 5% de suero bovino fetal (FCS, Gibco/BRL). Las células Vero se
sembraron en los pocillos de placas de 96 pocillos (Costar) a una densidad de 5x10* células por pocillo y las placas
se incubaron a 3 °C durante la noche. A las monocapas de células se afiadieron diluciones en serie de las proteinas
de rsPMT o de PMT nativa y las células se incubaron en DMEM que contienen 2 % de FCS a 37 °C durante 5-7 dias.
Los efectos citopaticos consistentes en formacién de nédulos en la monocapa se visualizaron mediante microscopio
de contraste de fase (Olympus IX-70) y se calculd la dosis minima toxica (DMT) para cada rsPMR y la PMT nativa.
Todas las rsPMT eran no citotdxicas (Fig. 3), incluso a dosis tan elevadas como 1,5 mg/ml. En contraste con ello, la
dosis minima toxica (DMT) de la PMT nativa fue de 140 ng/ml, que sera al menos 10.000 mas toxica para las células
Vero que cualquiera de las demas proteinas rsPMT.

[0032] DLso en ratones. Cincuenta ratones SPF BALB/c se repartieron en grupos al azar y se inoculé a cada raton
por via intraperitoneal (i.p.) 0,5 ml de una suspension que contenia una concentracion seleccionada de rsPMT o de
PMT nativa a las seis semanas de edad. Se observo a estos ratones durante 14 dias tras la inoculacion y se registro
la mortalidad. La DLso se determiné mediante el procedimiento del punto final al 50 % de Behrens-Karber (13). Los
ratones a los que se inoculé la PMT nativa mostraron una capa de pelo aspero, anorexia y reticencia a moverse.
Estoas animales se acurrucaron en las esquinas de las jaulas y murieron en 2-3 dias. En la necropsia, las lesiones
incluyeron congestiéon o hiperemia de los 6rganos y atrofia del bazo. La DLso de la PMT nativa en ratones BALB/c fue
1,30 pg. En contraste con ello, no se observaron sintomas clinicos significativos, lesiones macroscopicas u otros
hallazgos patoldgicos en ratones que recibieron dosis tan altas como de 1 mg de proteinas rsPMT (Tabla 1).

Tabla 1. Eficiencia de la expresién de PMT nativa y subunidad recombinante, y su dosis letal del 50 % (DLso) en
ratones BALB/c

PMT subunidad recombinante PMT nativa
Tox1 Tox2 Tox6 Tox7

Proteina
recombinante/prot
eina celular total
(%)°

(pg/OD,Iéscr)nI) b >1000 >1000 ND >1000 1,30
dLa eficacia de la expresion se analizé con un sistema de imagen Alphalmager™ 2200.
®La DLso se presentd como la concentracion de proteina necesaria para matar el 50% de los
ratones.

28,2+5,07 35,8 £ 6,88 4,1+0,41 32,1 +£6,92 0,6 £0,15

Ejemplo 4. Propiedades inmunoprotectoras de las proteinas rsPMT en ratones ELISPOT de células
secretoras de anticuerpos

[0033] Una suspension de MNC de bazo de ratdn se analizé para determinar ASC especificas de MT mediante el
ensayo de inmunomancha unido a enzimas (ELISPOT). Placas de 96 pocillos con fondo de nitrocelulosa (Millititer
HA, Millipore Corp) se revistieron con rsPMT (100 ng/ml) y se incubaron a 4 °C durante la noche. La placa se lavo
con PBS que contenia 0,05 % Tween-20 (PBS-T) y se bloqued con PBS que contenia 0,5 % de seroalbumina bovina.
Tras la incubacion a 37 °C. durante 1 hora, la placa se lavé una vez con PBS-T y se incubd con diluciones en serie
de una suspension de MNC. Las células se incubaron a 37 °C en una atmdsfera que contenia CO; al 5 % durante
otras 6 horas mas. La placa se lavé una vez con PBS-T, seguido por la reaccion con IgG anti-ratdbn de cabra
conjugada con fosfatasa alcalina diluida en PBS a 37 °C durante 1 hora. Por ultimo, la placa se lavé seis veces con
PBS-T y se hico reaccionar con una solucion de cromdgeno/sustrato NBT/BCIP (Sigma) a temperatura ambiente
durante de 15 a 20 minutos. Después de aclarar con agua desionizada, las manchas de color presentes en cada
pocillo se visualizaron y cuantificaron con estereomicroscopio.

[0034] Los bazos de ratén aumentaron considerablemente de tamafio tras la segunda inmunizacion. Dos semanas
después de la exposicion a PMT nativa, los bazos de los ratones inmunizados con Tox1- y Tox2- comenzaron a
atrofiarse, pero todos los ratones sobrevivieron. EI mayor numero de ASC se detecté en los ratones inmunizados con
Tox2 que poseian 2993,33 + 200,33 ASC especificas de PMR en 10® MNC, La cantidad mas baja de ASC (1386,67
+ 477,21 en 108 MNC) se detecté en los ratones inmunizados con el toxoide de PMT. Excepto la Tox2-, no se
observaron diferencias significativas entre ratones inmunizados con Tox1-, Tox7- y toxoide (p < 0,05). Las ASC de
los ratones inmunizados aumentaron significativamente en cada grupo tras la exposicién a PMT nativa ((p << 0,001)
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(Fig. 3). Los ratones inmunizados con Tox1 mostraron el mayor incremento en el nimero de ASC con 10233,33 +
850,49 en 10° MNC (Fig. 3).

Respuesta celular de ratones inmunizados

La respuesta inmunitaria celular anti-PMT de los ratones se analizé mediante un ensayo de proliferacion de linfocitos.
Los indices de estimulacién media de ratones vacunados con Tox1-, Tox2-, Tox7- y toxoide fueron 2,11 + 0,27, 3,31
+ 0,95, 2,31 £ 0,26 y 6,02 + 0,68, respectivamente. Tras la exposicién a PMT nativa, solo las células aisladas de
ratones inmunizados con Tox7- y toxoide pudieron estimularse con la PMT nativa in vitro. Los resultados implicaron
que los ratones vacunados con las proteinas rsPMT no podian montar una respuesta celular especifica contra PMT
(IE>2), pero la respuesta pudo inhibirse mediante la exposiciéon a la PMT nativa (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayo de proliferacion de linfocitos de ratones inmunizados a losa14 dias de la vacunacion de refuerzo y
dosis letal de la exposicion a PMT nativa

Grupos Vacunacién de refuerzo (n=3) Exposicion a PMT (n= 3)
Simulado 0,99 + 0,26 ,66 + 0,49

Tox1 2,11 +£0,27 1,06 £ 0,49

Tox2 3,31+0,95 0,96 + 0,19

Tox7 2,31+£0,26 2,8+0,37
Toxoide 6,02 + 0,68 8,07 £4,13

Los datos se expresaron como el indice de estimulacion (IE).

[0036] IE= cpm en cultivos estimulados con antigeno/cpm en cultivos no estimulados con antigeno. Un valor de IE
superior a 1 se considero positivo (van Diemen y col., 1994)

Ejemplo 5. Eficacia de la proteccién de la vacuna de rsPMT en cerdos Respuestas de anticuerpos en
lechones inmunizados

[0037] La antigenicidad de los productos de rsPMT se analizé en lechones de 4 semanas de edad analizando el
nivel de células secretoras de anticuerpos especificas de PMT vy los titulos de anticuerpos neutralizantes tras la
inmunizacién, exposicion a PMT o refuerzo con antigeno homdlogo. Las células secretoras de anticuerpos en
ganglios linfaticos del bazo y pulmonares se cuantificaron mediante el ensayo ELISPOT. Cada mancha de tincién
representd una ASC especifica de PMT, se cuantifico el total de manchas de color. Sélo se detectaron unas pocas
ASC especificas de PMT a los 14 dias de la vacunacion de refuerzo en cada grupo vacunado. El mayor nimero de
ASC especificas de PMT en el bazo se detectd en lechones inmunizados con Tox7 que tenian 11,5+ 0,7 ASC por
106 MNC (véase la Fig. 4B) y el mayor nimero de ASC especificas de PMT en los ganglios linfaticos se demostré e
el grupo de Tox1 (Fig. 4A). Las cantidades de ASC aumentaron ligeramente a las 4 semanas de la exposicion a PMT
auténtica, pero aumentaron espectacularmente en el grupo de refuerzo con antigeno homdlogo. Los lechones
inmunizados con Tox1 mostraron el mayor incremento en las ASC con 493,3 + 138,7 por 10® MNC en ganglios
linfaticos pulmonares y los lechones inmunizados con Tox7 poseian el mayor incremento en las ASC con 440+104,4
por 10° MNC en MNC de bazo tras el refuerzo con el antigeno (mostrado en la Fig. 4).

[0038] Ademas, el titulo de anticuerpos neutralizantes especificos de PMT se determiné como su capacidad para
inhibir los efectos citopaticos inducidos por PMT en células Vero. Tras la vacunacion de refuerzo se detectaron
niveles moderados del titulo de anticuerpos neutralizantes (>1:16) en cerdos inmunizados con Tox1 y Tox7, y se
detectaron niveles bajos de del titulo de anticuerpos neutralizantes (1:4) en el grupo de Tox2. Los titulos de
anticuerpos neutralizantes aumentaron significativamente tras la exposicion de PMT o el refuerzo con el antigeno de
rsPMT homdlogo, pero no en el grupo vacunado con el toxoide de PMT. Los cerdos inmunizados con Tox1 pudieron
generar los niveles de titulos de anticuerpos neutralizantes mas elevados en cada punto de ensayo y los cerdos
inmunizados con Tox7 fueron los siguientes. No se detectaron anticuerpos neutralizantes en cerdos no vacunados.
En resumen, tras la exposicion a PMT o el refuerzo con el antigeno homélogo, los titulos de anticuerpos
neutralizantes en cerdos inmunizados con la subunidad recombinante de PMT pudieron alcanzar 1:32 a 1:512, pero
s6lo 1:8 de cerdos inmunizados con el toxoide de PMT (Fig. 5).

Respuesta inmunitaria celular en ratones inmunizados

[0039] La respuesta inmunitaria celular especifica a cada subunidad recombinante de PMT se analizé6 mediante el
ensayo de proliferacion de linfocitos. La proliferacion de linfocitos se midié y presenté como el indice de estimulacion
(IE). Tras la vacunacion de refuerzo se observé proliferacion de linfocitos especificos de PMT en los cerdos
vacunados con Tox2 and Tox7, como indica un IE superior a 2, mientras que no se detectd respuesta en los ganglios
linfaticos pulmonares. Tras la exposicién a PMT o el refuerzo con antigeno homoélogo, las MNC de bazo de cada
grupo inmunizado con rsPMT o toxoide mostraron una potenciacién significativa de la proliferacion de linfocitos
(Tabla 3). A excepcion de los cerdos inmunizados con Tox1, las MNC de ganglios linfaticos pulmonares de cada
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grupo también mostraron una respuesta de proliferacion especifica tras el refuerzo con antigeno homaélogo.

Tabla 3 Proliferacion de linfocitos especificos de PMT en MNC de ganglios linfaticos pulmonares (PLN) y de bazo
aislados de lechones inmunizados tras la vacunacién de refuerzo, expuestos a PMT y reforzados antigeno

homadlogo
Grupo Vacunacion Expuestos a PMT Ec?;leglrggocon el antigeno
(Anfigeno de
vacunacion)  PLN Bazo PLN  Bazo PLN Bazo
Tox1 1,1 1,0 1,2 5,6 1,8 4,8
Tox2 1,2 4,0 1,9 4,9 3,1 5,1
Tox7 1,4 3,4 1,4 3,5 4,2 4,6
Toxoide 1,5 1,8 1,0 6,9 4,0 5,6

Los datos son la media del indice de estimulacién (IE) de la proliferaciéon de linfocitos especificos de PMT de tres
cerdos en cada punto de tiempo. El IE se calculé6 como se ha descrito en Materiales y Procedimientos y un IE> 2
representa la proliferacién de linfocitos.

Eficacia de la proteccion de la vacuna con rsPMT en lechones

[0040] Para evaluar la eficacia de la proteccion de estos rsPMT en lechones neonatos se aplicé para comparacion
inmunizacioén de las cerdas prefiadas con una mezcla de rsPMT con o sin bacterina de P. multocida de tipo A y una
vacuna del toxoide de la RAP convencional. Los titulos de anticuerpos neutralizantes en calostro de cerdas se
sometieron a ensayo en el parto y los titulos de anticuerpos neutralizantes maternos en el suero de la descendencia
se analizaron al dia de edad. Las cerdas prefiadas vacunadas con rsPMT a las que se administré (grupo A) o no se
administré (grupo B) una inyeccion de bacterina de P. multocida tipo A pudieron montar una respuesta significativa
con titulos de anticuerpos neutralizantes altos en el calostro ((=1:80) que se transfirieron con éxito a lechones
neonatos (Tabla 4). Las cerdas inmunizadas en el grupo A demostraron una respuesta de anticuerpos mas elevada
que las del grupo B. Por el contrario, la vacuna del toxoide para RA convencional (Grupo C) indujo un nivel medio de
anticuerpos neutralizantes que conducen a titulos de anticuerpos bajos en su descendencia (1:8). Se detectaron
unicamente niveles basales del titulo de anticuerpos neutralizantes (= 1:4) en los animales control (grupo D).
Ademas, diez descendientes de cada grupo, a los 14 dias de edad fueron expuestos mediante inyeccion
intramuscular a 200 pg/kg (5 veces la dosis letal) de PMT auténtica. La muerte de los lechones se observo ya a las
24 horas de la inoculacion en los grupos C y D, pero no hasta los 4 dias después de la inoculacion en los grupos A 'y
B. Los indices de supervivencia de los descendientes de los grupos C y D fueron 0%, pero alcanzaron el 60 % en los
grupos Ay B a los 28 dias de edad (Tabla 4).

Tabla 4. Titulos de anticuerpos neutralizantes de cerdas inmunizadas y su descendencia y el indice de supervivencia
tras la exposicion a 5 veces la dosis letal (200 pg/kg) de PMT auténtica a los 14 dias de edad

Titulo medio de anticuerpos
neutralizantes

Grupo Composicion de la Cerdas Neonatos  Lechones Indice . _a

vacuna supervivencia
Calostros 1diade 28 dias de
edad edad

rsPMT + bacterina

A de P. 1:101 1:102 1:2 60%
multocida

B rSPMT 1:80 1:79 1:2 60%
convencionales
Vacuna con toxoide

C de la RA 1:39 1:8 ND® 0%

D Sin vacunar 1:4 1:2 NDP 0%

°El indice de supervivencia se calculd a los 28 dias de edad.
®No determinado, todos los lechones habian muerto a las 24 horas de la exposicion a PMT.

[0041] Ademas, otros veinte descendientes de cada grupo se analizaron segun su ganancia de peso. La mitad de
los lechones de cada grupo fueron expuestos a 30 pg/kg (dosis subletal) de PMT auténtica mediante inyeccion
intramuscular a los 14 dias de edad y la mitad restante se dejo sin tratar. La ganancia media de peso corporal de los
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lechones se registro a los 14 dias de la inoculacion. No se observaron diferencias significativas entre los lechones de
tres grupos de vacunacion, expuestos o no expuestos, pero se observé una reduccion significativa de la ganancia de
peso (p<0,05) entre los lechones del grupo control D expuestos a PMT auténtica en comparacién con la cohorte sin
tratar (Tabla 5). En la exploracidon macroscopica conchal nasal se observaron niveles bajos de atrofia de la turbinada
con puntuaciones que variaron de 0,1 a 0,3 en los lechones de cerdas vacunadas con rsPMT, incluso después de
que estos lechones fueran expuestos a PMT auténtica. En contraste con ello, tras la exposiciéon a PMT auténtica, los
lechones de las cerdas vacunadas a toxoide de la RA convencional y de cerdas no vacunadas mostraron atrofia
turbinaza de leve a grave con puntuaciones medias de 1,4 y3,4, respectivamente (véase la Tablea 5; y la Fig. 6), que
fueron significativamente diferentes de los grupos vacunados con rsPMT (p<0,05).

Tabla 5. Ganancia media de peso y puntuacién conchal turbinaza de los lechones descendientes tras 2 semanas de
exposicion a una dosis subletal (30 ug/kg) de PMT auténtica

Ganancia media de peso de Puntuaciéon media de la atrofia
Grupo de Composicién dela lechones (media + SD) (kg) conchal turbinada®
cerdas vacuna

No expuestos Expuestos No expuestos No expuestos

rsPMT + bacterina 0,1

A de P. 3,9+0,8 35+04 0,2
multocida

B rsPMT 50406 45413 02 0,3
convencionales e e ’
Vacuna con toxoide 0,2

C delaRA 44+1,0 3,5+0,9 1.4

D Sin vacunar 52+0,3 3,5+0,8* 0.2 3,4#

¥ Los grados de atrofia conchal turbinaza variaron de 0 (normal) a 4 (atrofia completa)

* La ganancia media diaria de peso en el grupo control difiere significativamente (pruebat, p <
0,05)

* La puntuaciéon media de la atrofia conchal turbinaza en el grupo control difiere
significativamente (prueba t, p < 0,05)

[0042] No se observaron diferencias significativas en la ganancia de peso entre los subgrupos expuestos a toxinas y
no expuestos, pero los lechones de cerdas no vacunadas mostraron un crecimiento pero tras la exposicion a PMT
que los no expuestos (p<0,05). Ademas, los lechones de cerdas vacunadas con una mezcla de rsPMT con o sin
bacterina de P. multocida de tipo A exhibieron niveles bajos de atrofia conchal turbinaza tras la exposicion a PMT
auténtica. En contraste con ello, los lechones de cerdas vacunadas con el toxoide de RAP convencional y no
vacunadas mostraron una atrofia significativa de la concha turbinada. Estos resultados indicaron que una vacunacion
eficaz de cerdas durante el embarazo podia proteger a la descendencia contra la RAP.

[0043] en conclusién, la vacunacién con fragmentos cortos de proteinas de PMT subunidades recombinantes tuvo
como resultado niveles altos de anticuerpos neutralizantes y una respuesta inmunitaria celular especifica contra PMT
en cerdos. La inmunizacion de cerdas con la vacuna de PMT subunidades recombinantes durante el embarazo es
segura y puede producir niveles de anticuerpos neutralizantes en calostro que podian proteger a su descendencia
contra PMT. Estoas proteinas PMT subunidades recombinantes no tdxicas conservan un gran potencial como
antigenos adecuados para desarrollar una vacuna de subunidades eficaz contra la RAP.

Ejemplo 6. Preparacién de la prueba de inmunogenicidad de la vacuna bivalente (RAP-PR) contra la rinitis
atrofica progresiva y la seudorabia

La vacunagpara la RAP (que comprenden 2,1 mg de proteinas de subunidades recombinantes de PMT, cada una 0,7
mg, 1 x 10° UFC de P. multocida inactivada de serotipo D) se mezclé con el virus de la seudorabia sin gE inactivado
(108 DICTsp), y, después, se afiadié adyuvante oleoso estéril (de tipo A/Ac/A) o gel de aluminio se afiadié a la mezcla
para formar una formulacion de vacuna bivalente RAP-PP de una dosis de 2 mly de 4 ml.

Inmunoproteccidn de la vacuna bivalente de RAP-PR en cerdas prefiadas

[0045] Las cerdas prefiadas se inmunizaron mediante inyeccion intramuscular de la formulaciéon de la vacuna
bivalente RAP-PR que comprende gel de aluminio o adyuvante oleoso en dosis de 2 ml o 4 ml, respectivamente, y
se extrajeron muestras de sangre para la deteccion de titulos de anticuerpos neutralizantes en suero especificos de
PMT y de PR. Como se muestra en las Fig. 7 y 8, los titulos medios de anticuerpos neutralizantes en suero
especificos de PMT y de PR observados en cerdas inmunizadas con la vacuna bivalente que contiene gel de
aluminio a dosis de 2 ml fueron 88,4- y 90,4-veces respectivamente y de 75,2 y 99,2-veces los observados en las
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cerdas tratadas con la dosis de 4 ml. De la observacion en los animales tratados con la vacuna bivalente que
contiene el adyuvante oleoso, los titulos medios de anticuerpos neutralizantes especificos de PMT y de PR
detectados fueron 88,8- y 92,8 veces en los grupos tratados con la dosis de 2 ml, respectivamente. El los grupos
tratados con la dosis de 4 ml, el titulo medio de anticuerpos neutralizantes para PMT detectado fue 101,2 veces y el
titulo de anticuerpos neutralizantes para RP fue 110,5 veces.
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LISTADO DE SECUENCIAS
[0046]

<110> National Chung-Hsing University
<120> Vacuna para prevenir y tratar la rinitis atréfica progresiva porcina
<130> CP-19850

<160> 13

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 4380

<212> ADN

<213> Pasteurella multocida

<220>

<221> CDS

<222> (219)..(4076)

<400> 1
aacaagggaa aatagctaga ttagacgata tcgataatat cataaataat atttaaaaat 60

tacgccectt gacctagagg ggetittta ttacatcaaa aaaataaace caaacactge 120
gaatgtttgg ggttitattt ataaccaaaa tacattaata tgtttatiaa gtaagcatta 180

" tettacitta ggaataaact éaéatagagg ttatggat atg aaa aca aaa cat ttt 236

Met Lys Thr Lys His Phe
1 5
tt aa;: tca gat tit act gta aaa gga aaa agt gce gat gaa att ttt 284

Phe Asn Ser Asp Phe Thr Val Lys Gly Lys Ser Ala Asp Glu ile Phe
10 15 20
aga aga tg tgt act gat cat cct gac aag caa tta aac aat gta aaa 332

Arg Arg Leu Cys Thr Asp His Pro Asp Lys Gin Leu Asn Asn Val Lys
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25 30 35
tgg aaa gaa gtt ttt att aat cgt ttt ggt cag atg atg cta gat act 380
‘Trp Lys Glu Val Phe lle Asn Arg Phe Gly Gin Met Met Leu Asp Thr
40 45 50
cct aat ccg aga aag att gta gaa aaa att att aat gaa ggg ctt gaa 428
- Pro Asn Pro Arg Lys lie Val Glu L_ys lie lle Asn Glu Gly Leu Glu
55 60 65 70
aaa caa ggc ctg aaa aat ata gat cct gaa act aca tat ttc aac att 476
Lys GlIn Gly Leu Lys Asn lle Asp Pro Glu Thr Thr Tyr Phe Asn lle
75 ; 80 85

ttt tca tct tct gac age tec gat ggg aac gtt ttt cat tat aac tct 524

Phe Ser Ser Ser Asp Ser Ser Asp Gly Asn Val Phe His Tyr Asn Ser
| [0 95 100
tia tca gaa tcc tat cga gtt act gat gec tge cta atg aat att‘ttt 572
Leu Ser Glu Ser Tyr Arg Val Thr Asp Ala Cys Leu Met Asn 'Ile Phe

105 110 11§
gtg gag cgt tat tit gat gat tgg gac ttg cta aat agc fta gcc agt 620
Val Glu Arg Tyr Phe Asp Asp Trp Asp Leu Leu Asn Ser Leu Ala Ser
120 125 ' 130

aat gga ata tat tca gla gga aaa gaa gga got tat tat cct gatcat 668
Asn Gly lle Tyr Ser Val Gly Lys Glu Gly Ala Tyr Tyr Pro Asp His
135 140 145 | . 150
gat tat ggt cca gaa tat aac cct gtt tgg gga cca aac gaa caa att 716

Asp Tyr Gly Pro Glu Tyr Asn Pro Val Trp Gly Pro Asn Glu Gin lle
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185 160 165
tac cat tct aga gtg att gca gat atc cit tat gct cge tec gta tgg 764
Tyr His Ser Arg Val lle'Ala Asp lle Leu Tyr Ala Arg Ser Val Trp
170 175 180
gat gaa ttt aaa aaa tac ttc atg gag tat tgg caa aaa tat gct cag 812
Asp Glu Phe Lys Lys Tyr Phe Met Glu Tyr Trp Gin Lys Tyr Ala Gln
185 190 . 196 B
ctt tat acc gaa atg tta tct gat aca tit ctt gca atg gct att cag 860
Leu Tyr Thr Glu Met Leu Ser Asp Thr Phe Leu Ala Met Ala tle Gin
200 . 205 | 210
caa tat aca cga caa acg ctt act gat gaa ggc tit ctt atg git tgt 908
Gin Tyr Thr Arg Gin Thr Leu ;rhr Asp Glu Gly Phe Leu Met Val Cys
215 220 ' 225 230
aac aca tat tat ggc aat aag gaa gaa gtt caa ata act cta cta gat 956
Asn Thr Tyr Tyr Gly Asn Lys Glu Glu' Val Gin lie Thr Leu Leu Asp
235 240 245
atc tat gga tac cct tcc act gat ata att tgt ata gag caa aaa ggg 1004
lle Tyr Gly Tyr Pro Ser Thr Asp lle lle Cys lle Glu Gln Lys Gly
250 - 255 260
ctt cct act cct aaa gtg ata ctt tac att cct gga gga aca caé cca 1052
Leu Pro Thr Pro Lys Val lle Leu Tyr lle Pro Gly Gly Thr Gin Pro
265 270 275
tit gtt gaa tit cit aat aca gat gat ctg aaa caa tgg att gca tgg 1100
Phe Val Glu Phe Leu Asn Thr Asp Asp Leu Lys GiIn Trp e Ala Trp
280 285 290
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cat iia aaa gat aac‘aaa cat alg gic cga fic cgc aaa cat tic tcg 1148
His Leu Lys Asp Asn Lys l-iis Met Val Arg Phe Arg Lys His Phe Ser
295 300 305 310
cta aaa caa cgt cag gaa gga gaa acg it %aca ggt ata gat aaa gca 1196
Leu Lyé GIn Arg Gin Glu Gly Giu Thr Phe Thr Gly fle Asp Lys Ala

| 315 320 325
ctt caa tat att gca gaa gag tcc cct gaa tgg cct gce aat aaa tac 1244
Leu GIn Tyr lle Ala Glu Glu Ser Pro élu Trp Pro Ala Asn Lys Tyr

330 | 335 340
atc cit tat aat ccq aca cat tta gaa aca gaa aat tta ttt aac atc 1292
lie Leu Tyr Aén Pro Thr His Leu Glu Thr Glu Asn Leu Phe Asn lle
345 350 355
atg atg aag cga aca gaa cag cgg atg ctt gaa gat agt gat gta cag 1340
Met Met Lys Arg Thr Glu Gin Arg Met Leu Glu Asp Ser Asp Val Gin-
360 . 365 80
att éga tca aat tca gaa gci acc cgt gac tat gt ctt tca tta ctc ' ‘ 1388
He Arg Ser Asn Ser Glu Ala Thr Arg Asp Tyr Ala Leu Ser Leu Leu
3rs | 380 385 - 390
gaa acc ttt' att tca cag ttatctgca atagatatgttagtaccagca - 1436
Glu Thr ﬁhe lle Ser Gln Leu Ser Ala lle Asp Met Leu Val Pro Ala
‘ 385 400 405
gta ggt atc cca att aat ttt" gbc cta tca get aca gea tta gga cit 1484
Val Gly lle Pro lle Asn Phe Ala Leu Ser Ala Thr Ala Leu Gly Leu
410 . 415 420

agc tcg gat att gia gtt aat gga gat tca tat gaa aag aga aaa tat 1532
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Ser Ser Asp lle Va! Val Asn Gly Asp Ser Tyr Glu Lys Arg Lys Tyr
425 430 435
gga att ggg tcc tta gtg caa tct gea tla ttc aca gga att aat cit 1580
Gly lle Gly Ser Leu Val Gin Ser Ala Leu Phe Thr Gly lle Asn Leu
440 445 . 450
att cca gtt att tcg gaa acc gca gaa att tta tct tct tic tct aga 1628
lle Pro Val lle Ser Glu‘ Thr Ala Glu lle Leu Ser Ser Phe Ser Arg
455 N 460 465 | 470
aca gaé gaa gat att cca gct it tic act gaa gaa caa get tta get 1676
Thr Glu Glu Asp lle Pro J;\Ia Phe Phe Thr Glu Glu Gin Ala Leu Ala
475 480 485
caa cgc il gaa ata gta gaa gaa gaa tta cat tct atc tca cct gat - 1724
Gin Arg Phe Glu e Val Glu Glu Glu Leu His Ser lle Ser Pro Asp
490 495 500
gat cct cct cga gaa att act gac Qaa aat tta cat aaa att cgt cty 1772
Asp Pro Pro Arg Glu lle Thr Asp Glu Asn .Leu His Lys lle Arg Leu
505 ' 510 ‘ 515
gta cgt ctt aac aat gaa aat caa cct tta gtt gtg tta cga aga tta 1820
Val Arg Leu Asn Asn Glu Asn Gin ProlLeu Val Val Leu Arg Arg Leu
520 | - 525 530
gga gga aat aaa tit atc aga atc.: gag cct ata aca tic cag gaa ata 1868
Gly G;iy Asn Lys Phe lle Arg lle Glu Pro lle The Phe GIn Glu lle
535 540 545 ‘ 550
aaa ggt tct tta gta agt gaa gtt ata aat cca gtg act aat aaa acg 1916

Lys Gly Ser Leu Val Ser Glu Val lle Asn Pro Val Thr Asn Lys Thr
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555 560 565
tac tac gfa agc aat gct aaa cta tta ggg ggc tct cct tat agt cct 1964
Tyr Tyr Val Ser Asn Ala Lys Leu LeL‘I Gly Gly Ser Pro Tyr Ser Pro‘
570 ‘575 580
ttc cgt att gga tta gaa ggt gtt tgg aca cca gag gta tta aaa gca 2012
Phe Arg lle Gly Leu Glu Gly Val Trp Thr Pro Glu Val Leu Lys Ala
585 590 ' 595
aga gct tcc gtt att gga aag cct att gga gaa tca tat aaaaga ata . 2060
Arg Ala Ser Vél lle Gly Lys Pro lle Gly_ Glu Ser Tyr Lys Arg lle
600 | 605 610

tta gcc aaa cta caa aga ata cat aac agt aat atc ttagatgagcga = 2108
Leu Ala Lys Leu Gin Arg lle His Asn Ser Asn lle Leu Asp Glu Arg
615 620 625 | 630
6aa ggt tta atg cat.gaa ctc atg gag ctt att gat ctt tat gaa gaa 2156
Gin Gly Leu Met His Glu Leu Met Glu Leu lle Asp Leu Tyr_GIu Glu

- 635 640 - 645
tcg caa cct tct tca gag cgt ttg aat gct ttt cgt Qaa ctg cgt act 2204
Ser GIn Pro Ser Ser Glu Arg Leu Asn_ Ala Phe Arg Glu Leu Arg Thr

650 . 655 660
caa tta géa aaa gcg <;.tt tat ctt cct gaa atg gaa gca tta aaa aaa 2252
Gln Leu .Glu Lys Ala Leu Tyr Leu Pro Glu Met Glu Ala Leu Lys Lys
665 , 670 . 675-

caa éta cta cag att cct aac aaa ggt tct ggt gcc get cga tit tta 2300
Gin lle Leu GIn lle Pro Asn Lys Gly Ser Gly Ala Ala Arg Phe Leu

680 ' 685 690
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ctt cgt aca gcc atg aat gaa atg gct gga aaa acc agt gaa agc acg 2348
Leu Arg Thr Ala Met Asn Glu Met Ala Gly Lys Thr Ser Glu Ser Thr
695 700 705 710
gct gat tta ata cgc ttt gcc ttg caa gél aca gta att tca gcg cct 2396
Ala Asp Leu lle Arg Phe Ala Léu GIn Asp Thr Val lle Ser Ala Pro |
715 . 720 725

ttt cgc gga tat gct ggt gcg att cca gag gea ata gac ttt ccl gta 2444
Phe Afg Gly Tyr Ala Gly Ala lle Pro Glu Ala lle Asp Phe Pro Val

730 - 735 740
aaa tat gta ata gaa Qac ata tct gta ttt gat aaa ata cag aca aat 2492
Lys Tyr Val lle Glu Asp lle Ser Val Phe Asp Lys lle Gin Thr Asn

745 750 755
tac tgg gaa ctt cct gct-tat gaa agc tgg aac gaa gga agt aat agc 2540
Tyr Trp Glu Leu Pro Ala Tyr Glu Ser Trp Asn Glu Gly Ser Asn Ser
760 | 765 770
cgé tta ctg cct ggt ttg tta cgt gaa tcg caa agc aag ggg atg tta 2588
Arg Leu Leu Pro Gly Leu Leu Arg Glu Ser Gin Ser Lys Gly Met Leu .
775 780 | 785 790
agt éag tét cgt atc ata gaa aat agc ctt tat att gga cat agc tat 2636
Ser Lys Cys Arg lle lle Glu Asn Ser Leu Tyr lle Gly His Ser Tyr
795 ' 800 ' 805

gaa gaa atg tit tac agc att tct cca tat tca aac cag gtt gga ggg 2684
Glu Glu Met Phe Tyr Ser lle Ser Pro Tyr Ser Asn Gin Val Gly Gly |

810 815 820

cct tat gaa tta tat cct ttc act tit ttc agt atg ctt caa gaa gta . 2732
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Pro Tyr Giu Leu Tyr Pro Phe Thr Phe Phe Ser Met Leu Gin Glu val
825 - 830 835
caa ggt gat tta gga ttt gag cag gcc ttt gcc aca cgt aac tit ttc 2780
Gin Gly Asp Leu Gly Phe Glu Gin Ala Phe Ala Thr Arg Asn Phe Phe
840 845 850
aat act ctt gtt tct gat cga cta tcc tta atg gaa aat acg atg tta 2828
Asn Thr Leu Val Ser Asp Arg Leu Ser Leu Met Glu Asn Thr Met Leu
855 860 865 870
ctt aca gaa agt ttt gat tat aca cct tgg gat get a_tt tat gga gat 2876
Leu Thr Glu Ser Phe Asp Tyr Thr Pro Trp Asp Ala lle Tyr Gly Asp
875 880 885

att aat tat gat gaa caa ttt gct gca atg tct att aat gaa cgc ata 2924
lle Asn Tyr Asp Glu GIn Phe Ala Ala Met Ser lle Asn Glu Arg lle

890 895 _ 900
gaa aaa tgt atg aat acc tat aga ggt gtg gca ttc caa aac tct tca 2972
Glu Lys Cys Met Asn Thr Tyr Arg Gly Val Ala Phe Gin Asn Ser Ser

905 910 915
aaa agt att gac ttt tic cta aat aat cta acc aca ttc att gat aat 3020
Lys Ser lle Asp Phe Phe Leu Asn Asn Leu Thr 'Th_r Phe lle Asp Asn
920 925 930

gga cta acc gaa; att gct ata tct gat tta ccg tat gat att gtg caa 3068
Gly Leu Thr Glu lle Ala lle Ser Asp Leu Pro Tyr Asp lle Val Gin
935 940 945 _ 950
caa gaa atc tct caa ttc tta caa gga agt aat gaa tgg aaa aca ctt 3116

- GIn Glu lle Ser Glih Phe Leu Gin'Gly Ser Asn Glu Trp Lys Thr Leu
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955 960 " oss
gat gce atg fta tit aac tta gat aaa gga gat att aat ggt gct tc 3164
Asp Ala Met Leu Phe Asn Leu Asp Lys Gly Asp lle Asn Gly Ala Phe
970 ' 975 980
aga aag cti ctg caa tca gca aaa gat aat aat ata aaa ttt aga got 3212
Arg Lys Leu Leu Gln Ser Ala Lys Asp Asn Asn lle Lys Phe Arg Ala
985 990 _ 995 |

ataggg. cattcagataattct gtt cegcca tit aat aaclcc,t tat - 3257
lle Gly His Ser Asp Asn Ser Val Pro Pro Phe Asn  Asn Pro Tyr

1000 1005 1010
aag tct tta tat tat aaa gga aat ata ata get gaa gca att gaa 3‘302
Lys Seij Leu Tyr TyrLys Gly Asnlle lle Ala Glu Ala lle Glu

1015 1020 1025
aaacta gatcgagaaggtcaa aaalitgttgtatit gcotgatagt 3347
LystLeu Asp Arg Glu Gly Gln Lys Phe Val Val Phe Ala Asp Ser

1030 - - 1035 : 1040
tctctg ctcaac agcacgcct ggg acé got cgt cct  atg cca gga . 3392
SerLeu Leu Asn Ser Thr Pro Gly Thr Gly Arg Pro  Met Pro Gly

1045 1050 1055 |
ctagit caatattta aaa ata cca gcaactgtagta gat agc gat 3437
LeyVal Gin TyrLeu Lys lle Pro Ala Thr Val Val Asp Ser Asp

1060 1065 1070
ggtgca tggcaatticttcca gat gla gettca age agé gtt cct 3482
Gly Ala Trp GIn Phe Leu Pro _Asp Val Ala Ser Ser Arg Val Pro

1075 . | 1080 1085
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att gaa git a& gag ttagaa aattggcaagicita actcctceea 3527
lte élu Val Thr Glu Leu Glu  Asn Trp Gin Val Leu Thr Pro Pro -

1090 1095 1100
caaggt aagattcttggatta aag caa tit aag tta | acg gca ggt 3572
GInGly Lyslle LeuGlyLeu Lys GinPhelysLeu ThrAla Gly

1105 1110 1115
tttcca acagaa caaagtcge ttacctcttttagag aat tcg gtt 3617
Phe Pro Thr Glu Gin Ser Arg Leu Pro Leu Leu Glu Asn Ser Val |

1120 1125 1130
tctgaa gatttaagggaagaa ttaatgcasaagatt gatgcaata = 3662
Ser Glt; Asp Leu Arg Glu Glu  Leu Met Gin Lys lle  Asp Ala lle

1135 1140 | 1145
aaa aat gat gtg aaa atgaat agt tta gtg tgt atg gaa gct ggc 3707
Lys Asn Asp VallLys Met Asn Ser Leu Val Cys Met Glu Ala Gly

1150 ‘ 1155 1160
tet tgt gattca gta agc cct aag gta gct gcec cgt  ctt aaa gat 3752
Ser Cys Asp SerVal SerPro Lys Val Ala Ala Arg Leu Lys Asp

1165 1170 1175
atg ggg tta gaa gct gg§ atg ggt gct tct att acc  tgg tgg aga - 3797
Met Gly Leu Glu Ala Gly Met Gly Ala Ser lle Thr Trp Trp Arg

1180 . 1185 1190
cgt gaa ggc ggg atg gaattt tca cat cag atg cat act act get 3842

.Arg Glu Gly Gly Met Glu Phe Ser His Gin Met His ;l'hr Thr Ala
1195 1200 1205

tcc tit aaa ttt gct ggt aaa gag tit Qcc gtg gat gctica cat 3887
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SerPhe LysPheAlaGly Lys Giu Phe AlaVa! Asp Ala Ser Mis
1210 1215 1220
ttacaa fttgtacacgaccaa ttagatacaactatc ctgatacta 3932
Leu Gin Phe Val His Asp Gin Leu Asp Thr Thrite Leu lle Leu
1225 1230 _ 1255 ‘
cctgta gatgattgg gt tta gaa ata gct caa aga aat cgg gcet 3977
ProVal Asp Asp Trp AlaLeu Glu lle Ala GIn Arg  Asn Arg Ala
1240 1245 ’ 1250
att aat ccttit gtg gaa tat git agtaaa acagga aacatgtta 4022
lle Asn Pro Phe Val Giu Tyr Val Ser Lys Thr Gly Asn Met Leu
1255 _ - 1260 - 1265
gcactc fttcatg cctcct ctt ttc aca aag cctege fta aca aga 4067

AlaLeu Phe Met Pro Pro Leu Phé Thr Ly's Pro Arg Leu Thr Arg

1270 1275 1280
gcacta t‘aa ctaattaaaa actgtattaa agccttatat tataaggett 4116
AlalLeu |

1285

taattttctt tcaagaatia ttaagtagaa gaatcaaaat caatgagaﬁ gataaaak‘:a' 4176
aatgttatta ccaatacaac tttcttaagt atacttitg éatttlttgc gttaataaat 4236

ttataatacc eﬁaaclcaé taaaagaagt tatigagaag tttaaatctt gtgagcaaga . 4296
tgaagatata atttcagcaa.tcgatcttat tagcgcttca tatagaaggg ctgtggatge 4356

agtggaacaa agaticggtt ctag _ 4380

<210> 2

<211> 1285

<212> PRT

<213> Pasteurella multocida
<400> 2
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Met Lys Thr Lys His Phe Phe Asn Ser Asp Phe Thr Val Lys Gly Lys
1 ‘s 10 15
Ser Ala Asp Glu lle Phe Arg Arg Leu Cys ‘Thr Asp_l-_iis Pro Asp Lys
| 20 25 30

Ghn Leu Asn Aén Val Lys Trp ,Lyé G{u Val Phe lle Asn Arg Phe ny

3B 40 .45
Gln Met Met Leu Asp Thr Pro Asn Pro Arg Lys lle Val Giu Lys lle

50 55 60
lle Asn Glu Gly Leu Glu Lys Gin Gly Leu Lys Asn lle Asp Pro Glu
65 70 ‘ 75 o 80
Thr Thr Tyr Phe Asn lle Phe Ser Ser Ser Asp Ser Ser Asp Gly Asn
.85 % . 95
Val Phe His Tyr Asn Ser Leu Ser Glu Ser Tyr Arg Val Thr Asp Ala
| 100 105 - 10

Cys Leu Met Asn lie Phe Val Glu Arg Tyr Phe Asp Asp Trp Asp Leu

15 120 - 125 |
Leu Asn Ser Leu Ala Ser Asn Gly lle Tyr Ser Val Gly Lys Glu Gly

130 136 140

Ala Tyr Tyr Pro Asp His Asp Tyr Gly Pro Glu Tyr Asn Pro Val Trp
145 150 155 160
Gly Pro Asn Glu GIn lle Tyr His Ser Arg Val lle Ala Asp lle Leu |

165 170 175

22



ES 2375280 T3

Tyr Ala Arg Ser Val Trp Asp Glu Phe Lys Lys Tyr Phe Met Glu Tyr
180 - 185 190
Trp Gin Lys Tyr Ala Gin Leﬁ Tyr Thr Glu Met Leu Ser Asp Thr Phe
195 200 205
Leu Ala Met Ala lle Gin Gin Tyr Thr Arg Gin Thr Leu Thr Asp Glu
210 215 220
Gly Phe Leu Met Val Cys Asn Thr Tyr Tyr Gly Asn Lys G_Iu Glu Val
225 3 230 235 240
Gin lle Thr Leu Leu Asp lle Tyr Gly Tyr Pro Ser Thr Asp lle lle
| 245 - 250 255
Cys lle Glu Gin Lys Gly Leu Pro Thr Pro Lys Val lle Leu Tyr lle
260 265 270
Pro Gly Gly Thr Gln Pro Phe Val Glu Phe Leu Asn Thr Asp Asp Leu
275 280 285
Lys Gin Trp lie Ala Trp His Leu Lys Asp Asn Lys His Mét Val Arg
290 _ 295 ‘ 300
‘Phe Arg Lys His Phe Ser Leu Lys Gin Arg GIn Glu Gly Glu Thr Phe
. 305 - 310 315 . 320
Thr Gly lle Asp Lys Ala Leu Gin Tyr lle Ala Glu Glu Ser Pro Glu
325 330 , 335
Trp Pro Ala Asn Lys Tyr lle Leu Tyr Asn Pro Thr His Leu Glu Thr
340 345 350
Glu Asn Leu Phe Asn lle Met Met Lys Arg Thr Glu Gin Arg Met Leu
355 360 365

Glu Asp Ser Asp Val Gin lle Arg Ser Asn Ser Glu Ala Thr Arg Asp
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370 375 380
Tyr Ala Leu Ser Leu Leu Glu Thr Phe lle Ser Gin Leu Ser Ala lle
385 390 395 400
Asp Met Leu Val Pro Ala Val Gly lle Pr6 lle Asn Phe Ala Leu Ser
405 410 | 415
Ala Thr Ala Leu Gly Leu Sgr' Ser Asp lle Vat Val Asn Gly Asp Ser
420 425 ' 430
Tyr Glu Lys Arg Lys Tyr Gly lle Gly Ser Leu Val Gin Ser Ala Leu
435 440 445
Phe Thr Gly lle Asn Leu lle Pro Val ile Ser Glu Thr Ala Glu lle
450 - 455 460
Leu Ser Ser Phe Ser Arg Thr Glu Glu Asp lle Pro Ala Phe Phe Thr
465 : " 470 475 - 480
Glu Glu GIn Ala Leu Ala GIn Arg Phe Glu Hte Val Glu Giu Glu Leu
' 485 490 495
His Ser lle Ser Pro Asp Asp Pro Pro Arg Glu lle Thr Asp Glu Asn
500 505 510
Leu His Lys lle Arg Leu Val Arg Leu Asn Asn Glu Asn Gin Pro Leu
515 520 525
Val Val Leu Arg Arg Leu‘Gly Gly Asn Lys Phe lle Arg lie Giu Pro
530 ‘ 535 540
lle Thr Phe GiIn Giu ile Lys Gly Ser Leu Val Ser Glu Val lle Asn
545 550 555 560
Pro Val Thr Asn Lys Thr Tyr Tyr Val Ser Asn Ala Lys Leu Leu Gly
565 570 - 575
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Gly Ser Pro Tyr Ser.Pro Phe Arg lie Gly Leu Giu Giy Val Tep The
580 585 590
Pro Glu Va! Leu Lys Ala Arg Ala Ser Val lle Gly Lys Pro lle Gly
595 : - 600 605
Glu Ser Tyr I:ys Arg lle Leu Ala Lys Leu Gin Arg lle His Asn Ser
610 615 | 620
Asn lle Leu Asp Glu Arg GiIn Gly Leu Met His Glu Leu Met Glu Leu
625 630 635 640
lle Asp Leu Tyr Glu Glu Ser Gin F.’ro Ser Ser Glu Arg Leu Asn Ala
' 645 650 655
| Phe Arg Glu Leu Arg Thr Gin Leu Glu Lys Ala Leu Tyr Leu Pro Glu
660 665 670
Met Glu Ala Leu Lys Lys Gln'lle Leu GIn lle Pro Asn Lys Gly Ser
675 680 685
Gly Ala Ala Arg Phe Leu Leu Arg Thr Ala Met Asn Glu Met Ala Gly
690 ‘ 695 700
Lys Thr Ser Glu Ser Thr Ala Asp Leu lle Arg Phe Ala Leu Gin Asp -
705 710 715 720
Thr Val Ile' Ser Ala Pro Phe Arg Gly Tyr Ala Gly Ala lle Pro Glu
728 730 735
Ala lle Asp Phe Pro Val Lys fyr Val lte Glu Asp lle Ser Val Phe
740 . 745 750
Asp Lys He GIn Thr Asn Tyr Trp Glu Leu Pro Ala Tyr Glu Ser Trp
755 760 765

Asn Glu Gly Ser Asn Ser Arg Leu Leu Pro Gly Leu Leu Arg Glu Ser
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770 . 775 780
GIn Ser Lys Gly Met Leu Ser Lys Cys Arg lie lle Glu Asn Ser Leu
785 . 790 795 800
Tyr lle Gly His Ser Tyr Glu Glu Met Phe Tyr Ser lle Ser Pro Tyr
| 805 810 | 815
Ser Asn Gin Val Gly Gly Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Phe Thr Phe Phe
820 825 830
Ser Met Leu Gin Glu‘va_i Gin Gly Asp Leu Gly Phe Glu Gin Ala Phe
835 840 ' 845
Ala Thr Arg Asn Phe Phe Asn Thr Leu Val Ser Asp Arg Leu Ser Leu
850 ' 855 860
Met Glu Asn Thr Met Leu Léu Thr Glu Ser Phg Asp Tyr Thr Pro Trb
865 870 - 875 ' _ 880
Asp Ala lle ITyr Gly Asp lle Asn Tyr Asp Glu Gln Phe Ala Ala Met
885 890 895
Ser lle Asn Glu Arg lle Glu Lys Cys Met Asn Thr Tyr Arg Gly Val
| 900 905 : 910
Ala Phe Gin Asn Sér éér Lys Ser lle Asp Phe Phe Leu Asn Asn Leu
915 920 925
| Th; Thr Phe lle Asp Asn Gly Leu Thr Glu lle Ala lle Ser Asp Leu
930 035 940
Pro Tyr Asp lle Val Gin Gin Glu lle Ser Gin Phe Leu Gin Gly Ser
945 950 ‘ 955 960
Asn Glu Trp Lys Thr Leu Asp Ala Met Leu Phe Asn Leu Asp Lys Gly
965 | 970 975
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Asp lle Asn Gly Ala Phe Arg Lys Leu teu Gin Ser Aia Lys Asp Asn
980 985 990
Asn lle Lys Phe Arg Ala lle Gly His Ser Asp Asn Ser Val ‘Pro Pro
995 1000 1005
Phe Asn Asn Pro TyrLys Ser bLeu Tyr TyrLys Gly Asn lle lle’
1010 1015 1020
Ala Glu Alalle Glu Lys Lev Asp Arg Glu Gly GIn  Lys Phe Val
1025 ‘ 1030 1035
Val Phe Ala Asp Ser SerLeu Leu Asn Ser Thr Pro  Gly Thr Gly
1040 1045 1050
Arg Pro Met Pro Gls( Leu Val Gin Tyr Leulys lle Pro Ala Thr
1055 1060 , 1065
Val Val Asp Ser Asp Gly Ala Trp Gin Phe Leu Pro  Asp Val Ala
| 1070 - 1075 ‘ 1080
Ser Ser Arg Val Pro lle Gth Val Thr Glu Leu Glu Asn Trp Gin
1085 - 1080 1095
ValLeu ThrPro Pro GInGly Lys lle Leu Gly Leu Lys Gin Phe
1100 1105 1110
Lys Leu Thr Ala Gly Phe Pro Thr Glu Gin Ser Arg LeuProLeu
1115 o 1120 1125
LeuGlu Asn SerVal SerGlu Asp Leu Arg Glu Glu Leu Met GIn
1130 1135 _ 1140
Lysile Asp Alalle Lys Asn Asp Val Lys Met Asn Ser Leu Val
1145 | 1150 1155 _

Cys Met Glu Ala Gly Ser Cys Asp Ser Val Ser Pro Lys Val Ala

27



10

15

20

ES 2375280 T3

1160 : 1165 1170

AlaArg LeuLys AspMet Gly Leu Glu Ala Gly Met  Gly Ala Ser

1175 1180 - 1185

He Thr Trp Trp Arg Arg Glu  Gly Gly Met Glu Phe ~ Ser His Gin - |
1190 | - 1195 1200

Met His - Thr Thr Ala Ser Phe LysPhe AlaGly Lys Glu Phe Ala
1205 1210 _ .. 1215

Val Asp Ala Ser His Leu Gin  Phe Val His Asp GIn Leu Asp Thr
1220 1225 . . 1230

Thrile LeulleLeu ProVal Asp Asp TrpAlaleu Glu Ilé Ala
1235 ‘ 1240 _ 1245

Gl‘n Arg Asn Arg Ala lle Asn  Pro Phe Val Glu Tyr Val SerLys
1250 . 1255 1260

Thr Gly Asn Met Leu Ala Leu Phé Met Pro Pro Leu Phe ThrLys
1266 1270 1218

Pl"O Arg Leu Thr Arg Ala Leu

- 1280 1285

<213> Secuencia artificial

<223> cebador directo especifico de PMT

agaggttatg gatccgaaaa caaaacattt t 31

<213> Secuencia artificial
<223> oligonucledtido

atagtagaag aagaattaca 20
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 5

ctaacataga ggccatggat atgaaaacaa aaca
<210>6

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 6

acttcgtaca geccatgaatg aaatggcetgg aaaa
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucleodtido
<400>7

actcaattag aaaaagcgct 20
<210>8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucleodtido

<400> 8

ctactacagt tgctggtatt 20
<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 9

attgttaaga cgtaccagac ga 22
<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 10

ctettgttaa getagecttt gtgaaaagag gag
<210> 11

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 11

ttctteectt aaatcttcag 20
<210> 12

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> oligonucledtido

<400> 12

tcactggttt ttccagecat ttcattcatg ge
<210> 13

<211> 10

32
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> cebador random sintético
<400> 13

aagcggccte

ES 2375280 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna para inmunizar un animal contra la rinitis atréfica progresiva (RAP), que comprende una combinacion
de tres proteinas, cada una de ellas comprendiendo solamente un fragmento de una toxina de Pasteurella multocida
(rsPMT), en donde el fragmento consiste en la secuencia de aminoacidos de los residuos de aminoacidos 2-486,
486-986 y 986-1281 de SEC ID N° 2, respectivamente.

2. La vacuna de la reivindicacion 1, en la que los fragmentos de PMT derivan de toxinas de Pasteurella multocida de
subunidad recombinante (rsPMT) de un aislado con serotipo D.

3. La vacuna de la reivindicaciéon 1, en la que cada fragmento de rsPMT se produce mediante tecnologia de ADN
recombinante.

4. La vacuna de la reivindicacion 3, en la que cada fragmento de rsPMT se expresa en un transformante de E. coli
con un plasmido que comprende la secuencia codificante del fragmento 2-486, 486-986 y/o 986-1281 de la toxina de
Pasteurella multocida.

5. La vacuna de la reivindicacién 1, que ademas comprende al menos un antigeno derivado del toxoide de PMT, de
Pasteurella multocida de serotipo A, de Pasteurella multocida de serotipo D o de Bordetella bronchiseptica.

6. La vacuna de la reivindicacion 1, que ademas comprende al menos un adyuvante seleccionado de adyuvante
completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, gel de aluminio, adyuvante oleoso (A/Ac/A), emulsién de
agua en aceite, A/Ac; emulsion de aceite en agua, Ac/A, Con A, B-glucosano y una combinacién de los mismos.

7. Una vacuna multivalente contra la rinitis atréfica progresiva (RAP), que comprende una combinacion de las tres
proteinas de la reivindicacién 1 como primer componente; y al menos un antigeno o epitopo asociado con otra
patologia animal.

8. La vacuna multivalente de la reivindicacion 7, que comprende el virus de la seudorabia (PR) inactivado con
delecién de gE como segundo componente.

9. La vacuna multivalente de la reivindicacion 7, que ademas comprende al menos un antigeno derivado del toxoide
de PMT, de Pasteurella multocida de serotipo A, de Pasteurella multocida de serotipo D o de Bordetella
bronchiseptica.

10. La vacuna multivalente de la reivindicacion 7, que ademas comprende al menos un adyuvante seleccionado de
adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund, gel de aluminio, adyuvante oleoso (A/Ac/A),
emulsion de agua en aceite, A/Ac; emulsion de aceite en agua, Ac/A, Con A, R-glucosano y una combinacion de los
mismos.

11. La vacuna multivalente de la reivindicaciéon 7, en la que los fragmentos de PMT derivan de las toxinas de
Pasteurella multocida de subunidad recombinant (rsPMT) de un aislado con serotipo D.

12. La vacuna multivalente de la reivindicacién 8, en la que los fragmentos de PMT y de PR se producen mediante
tecnologia de ADN recombinante.
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Fig. 2.
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Fig. 6
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