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DESCRIPCION
Materiales para el control de la enfermedad respiratoria en caninos
Antecedentes de la Invencion

La “tos de las perreras” o traqueobronquitis infecciosa (ITB) es una infeccion respiratoria aguda, contagiosa de los
perros que se caracteriza principalmente por tos (Ford y col, 1998). La ITB canina se considera una de las
enfermedades respiratorias infecciosas mas prevalente en perros de todo el mundo, los brotes pueden alcanzar
proporciones epidémicas cuando los perros se alojan en sitios con alta densidad de poblacién como son las
perreras. La mayoria de los brotes se deben al contacto directo perro a perro o a la aerosolizacion de las
secreciones respiratorias (Ford y col, 1998). Los signos clinicos se producen por la infecciéon con uno o una
combinacion de agentes bacterianos y viricos que colonizan el epitelio del tracto respiratorio superior e inferior. Los
organismos aislados mas comunes de los perros afectados son virus de la parainfluenza canina (CPiV) y Bordetella
bronchiseptica, pero otros varios virus tales como el virus del moquillo canino (CDV) y adenovirus canino-1 y 2
(CAV-1, CAV-2), junto con bacterias tales como Streptococcus sp., Pasteurella multocida y Escherichia coli, pueden
tener alguna influencia en el curso clinico y en el resultado (Ford y col, 1998). Aunque los brotes se producen con
mas eficacia y rapidamente en poblaciones con alta densidad con alta morbilidad, las infecciones respiratorias
complicadas y la muerta son poco comunes. Aunque se pueden producir neumonias secundarias que pongan en
peligro la vida, la mayoria de los casos de ITB son autolimitantes y se resuelven sin tratamiento (Ford y col, 1998).

En julio de 1992, se produjo una infeccidn respiratoria que se presumioé como “tos de las perreras que llegé a ser
epidémica en varios canédromos de galgos Greyhounds en Nueva Inglaterra, Florida, Virginia del Oeste, Wisconsin,
Kansas, Colorado, Oklahoma y Arizona. Segun los veterinarios, la mayoria de los perros afectados tenia una tos
ligera que se resolvio, pero mas de una docena de galgos Greyhounds desarrollé una neumonia hemorragica aguda
seguida de una muerte rapida (Greyhound Daily News, 1999).

De finales de 1998 a principios de 1999, se produjeron varios brotes de “tos de las perreras” en las perreras de
galgos Greyhounds de carreras por todo el pais, lo que resultdé en la orden de clausura de los canédromos y la
cuarentena de todos los galgos Greyhounds de carreras en los EE. UU. durante varias semanas (Greyhound Daily
News, 1999). En un canédromo de Florida (Palm Beach Kennel Club), la tos se registré en cerca del 40% de la
poblacién de perros en un solo dia (comunicacion personal del Dr. William Duggar). Al igual que en el brote de 1992,
la tos se resolvid en la mayoria de los galgos Greyhounds, pero 10 perros murieron en Florida de un sindrome de
neumonia hemorragica no caracteristico de la “tos de las perreras” (Putnam, 1999).

En marzo-abril de 2003, se produjo otro brote de “tos de las perreras” en canédromos de galgos Greyhounds en el
este de los EE. UU. Se cree que el brote se origind en las perreras de cuatro candédromos de Florida y produjo la
suspension de las carreras y la cuarentena de los perros durante casi tres semanas. Cerca del 25% de los perros en
el candédromo de West Palm Beach estaban afectados, mientras que casi el 50% de los 1.400 perros del Derby Lane
en San Petersburgo desarrollaron tos. De nuevo, la mayoria de los perros se recuperaron, pero varios perros
murieron de la infeccion respiratoria. El impacto econdmico estimado del brote respiratorio en el canédromo Derby
Lane solo fue de 2 millones de dodlares.

No se han publicado informes documentando la etiologia o la clinicopatologia de las epidemias de “tos de las
perreras” en las perreras de galgos Greyhounds de carreras de 1992, 1998-1999, o 2003. Se ha asumido que las
infecciones se debieron a CPiV y/o B. bronchiseptica, las dos causas mas comunes de tos de las perreras. Algunas
comunicaciones insustanciales tales como paginas de internet han atribuido las neumonias hemorragicas fatales
comunicadas en algunos perros de la tos a infecciones por Streptococcus equi B-hemoliticos subespecie
zooepidemicus, y se refieren al sindrome como “choque toxico estreptocdcico canino”.

La transmision de virus de una especie huésped a otra es una caracteristica crucial de la ecologia y epidemiologia
del virus de la influenza (Webster, 1998). Son posibles dos mecanismos basicos de la transmision interespecies
(Webster y col., 1992; Lipatov y col., 2004). Uno es la transferencia directa de un virus esencialmente sin alterar de
una especie a otra. Ejemplos de este mecanismo incluye las recientes infecciones humanas con el subtipo H5N1 del
virus de la influenza aviar (Subbarao y col., 1998; Peiris y col., 2004; Guan y col., 2004) y posiblemente la pandemia
de 1918, conocida como gripe espafola (Reid y col., 2004). El segundo mecanismo es consecuencia de la
naturaleza segmentada del genoma de la influenza. La co-infeccidon de un huésped con virus de diferentes especies
puede dar lugar a una combinacion de los genes segmentados viricos y la generacion de un recombinante con la
capacidad de infectar otras especies. Por ejemplo, los nuevos virus generados por combinacién genética entre los
virus de la influenza aviares y humanos dio como resultado la pandemia de influenza humana de 1957 y 1968
(Webster y col., 1992; Lipatov y col., 2004; Kawaoka y col., 1989).

La mayoria de transmisiones directas de virus de la influenza sin modificar de la especie huésped natural a una
especie diferente son acontecimientos terminales debido a que la transmisién sostenida entre individuos de la nueva
especie no se produce. Son necesarias las interacciones de huésped - multiples virus para la replicacion y la
transmision horizontal y proporciona una barrera formidable a la perpetuacion de los virus de la influenza en el nuevo
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huésped (Webby y col., 2004). Por lo tanto, el establecimiento de nuevos linajes de virus especificos de huésped de
la influenza es poco comun y solo ha ocurrido en aves domésticas, cerdos, caballos y seres humanos (Webster y
col., 1992; Lipatov y col., 2004).

Debido a la naturaleza grave de la infeccion por virus de influenza, sigue habiendo una necesidad de métodos para
diagnosticar, prevenir y tratar la infeccién por virus de la influenza.

Breve resumen de la Invenciéon

El objetivo de la invencién se refiere a un virus de la influenza aislado que es capaz de infectar a canidos y producir
enfermedad respiratoria en los canidos.

La invencion es la siguiente:

1. Un virus de influenza canina aislado que es capaz de infectar un animal canido, donde dicho virus de influenza
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido hemaglutinina (HA) que tiene una secuencia de
aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 62, o una secuencia madura del mismo donde se ha retirado la
secuencia de sefial de 16 aminoacidos del extremo N de la secuencia de longitud total.

2. El virus de la influenza de acuerdo con el punto 1, donde dicho virus de la influenza comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera
de las SEC ID N 48, 50, 52, 54, 56, 58, 0 60, o un fragmento funcional y/o inmunogénico de la misma, o dicho
polinucleétido codifica un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 95% o mas con la secuencia de
aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N 48, 50, 52, 54, 56, 58, 0 60.

3. El virus de la influenza del punto 1, donde dicho polipéptido HA de dicho aislado virico comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 62.

4. El virus de la influenza de acuerdo con el punto 1, donde dicho virus de la influenza comprende un
polinucleétido que tiene la secuencia de nucleétidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N 47, 49, 51,
53, 55, 57, 59, or 61, o dicho polinucleétido tiene una identidad de secuencia del 98% o mas con la secuencia de
nucledtidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N°° 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 0 61.

5. El virus de la influenza del punto 1, donde dicho virus de la influenza esta inactivado o atenuado.

6. Una composicion que comprende un inmunégeno de un virus de la influenza del punto 1, donde dicho
inmunogeno es capaz de inducir una respuesta inmunitaria contra un virus de la influenza que es capaz de
infectar un animal canido, y donde dicho inmunégeno comprende:

(a) un polipéptido HA como se define en el punto 1y el punto 3; y/o
(b) un polinucleodtido que codifica un polipéptido HA como se define en el punto 1 o el punto 3.

7. La composiciéon de acuerdo con el punto 6, donde dicho inmunégeno comprende un virus completo libre de
célula, una parte del mismo; un polinucleétido virico; una proteina virica; un polipéptido o péptido virico; una
célula infectada por el virus; una construccion basada en un vector virico recombinante; un virus combinado; un
acido nucleico desnudo de dicho virus.

8. La composicion de acuerdo con el punto 7, donde dicha proteina virica, polipéptido, o péptido comprende una
secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N° 48, 50, 52, 54, 56, 58, o 60, o un
fragmento funcional y/o inmunogénico de la misma, o dicho polinucleétido codifica un polipéptido que tiene una
identidad de secuencia del 95% o mas con la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las
SEC ID N® 48, 50, 52, 54, 56, 58, o 60, o donde dicho polinucledtido virico codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N°® 48, 50, 52, 54, 56,
58, 0 60, o un fragmento funcional y/o inmundgeno de la misma, o dicho polinucledtido codifica un polipéptido
que tiene una identidad de secuencia del 95% o mas con la secuencia de aminoacidos que se muestra en
cualquiera de las SEC ID N 48, 50, 52, 54, 56, 58, o 60, o donde dicho polinucleétido virico comprende la
secuencia de aminoéacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N* 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, or 61, o un
fragmento funcional de la misma.

9. Una vacuna para la influenza canina, donde la vacuna comprende:
una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno de al menos un virus de la influenza del punto 1, y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable,
donde dicho antigeno comprende:

(a) un polipéptido HA como se define en el punto 1 o el punto 3; y/o
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(b) un polinuclestido que codifica un polipéptido HA como se define en el punto 1 o el punto 3.

10. La vacuna de acuerdo con el punto 9, donde el antigeno virico comprende un virus inactivado o un virus vivo
atenuado.

11. Un polinucleétido aislado que comprende todo o parte de un segmento gendémico o gen de un virus de la
influenza del punto 1, donde el polinucleétido comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido HA como se define en el punto 1 o el punto 3.

12. El polinucleétido de acuerdo con el punto 11, donde dicho polinucleétido se formula en un vehiculo o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. Una construccion de expresion de un polinucledtido que comprende un polinucleétido del punto 11.
14. Un polipéptido HA aislado codificado por un polinucleétido del punto 11.

15. El polipéptido de acuerdo con el punto 14, donde dicho polipéptido se formula en un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1B muestran relaciones filogenéticas entre los genes hemaglutininas. La Figura 1A muestra un
arbol de genes HA de aislados representativos caninos, humanos, aviares, porcinos, y equinos, incluyendo
A/Budgerigar/Hokkaido/1/77 (H4) como grupo externo. La Figura 1B muestra un arbol de los genes HA del virus de
la influenza canina con genes HA caninos antiguos y contemporaneos, utilizando A/Duck/Ukraine/63 (H3) como
grupo externo. Los arboles filogenéticos se deducen de las secuencias de nucleétidos por el método de unién de
vecinos y se muestran los valores del analisis bootstrap > 90%. La barra muestra el nimero de cambios de
nucleétido por unidad de longitud de las ramas horizontales del arbol.

Las Figuras 2A-2B muestran la deteccion inmunohistoquimica del antigeno de influenza H3 en los pulmones, Se
sondearon secciones de tejidos pulmonares con un anticuerpo monoclonal de ratéon para hemaglutinina H3 y se
detectaba su unién por la reaccién de la inmunoperoxidasa (precipitado marrén). La Figura 2A muestra el epitelio
bronquial de un galgo Greyhound con enfermedad espontanea. Se detectd el antigeno virico H3 en el citoplasma
celular del epitelio bronquial en los macroéfagos de la luz de las vias aéreas y en los espacios alveolares. La Figura
2B muestra el epitelio bronquial de un perro 5 dias tras la inoculacién con A/canine/Florida/ 43/2004 (H3N8). Se
detectd el antigeno H3 en el citoplasma celular del epitelio bronquial. Escala de la barra, 66 um.

La Figura 3 muestra los cambios histologicos caracteristicos en los bronquios de galgos Greyhounds que murieron
de la neumonia hemorragica asociada con la infeccion del virus de la influenza. Los tejidos se tifieron con H/E. Panel
superior: bronquio normal con células epiteliales ciliadas, células mucosas, y células basales. Panel inferior:
Bronquio de un galgo Greyhound con influenza espontanea. Hay necrosis y erosion de las células epiteliales
bronquiales ciliadas. Escala de la barra, 100 um.

La Figura 4A-4B muestra relaciones filogenéticas entre los genes de hemaglutinina H3. La Figura 4A muestra un
arbol filogenético de los genes HA del virus de la influenza canina con genes HA equinos contemporaneos y
antiguos. La Figura 4B muestra un arbol filogenético de la proteina HA del virus de la influenza canina con la HA
equina contemporanea o antigua. Los arboles filogenéticos se dedujeron a partir de las secuencias genéticas o de
aminoacidos por el método de union de vecinos y se muestran los valores del analisis bootstrap > 80%. La barra
muestra el nimero de cambios de aminoacidos por unidad de longitud en las ramas horizontales del arbol.

La Figura 5 muestra la proteina H3 del virus de la influenza en las células epiteliales de los bronquios y las
glandulas bronquiales en pulmones de perros que murieron por la neumonia asociada a la infeccion por virus de la
influenza. Paneles superiores: Erosion de las células ciliadas del epitelio bronquial en los bronquios. Los tejidos se
tineron con H/E. Paneles inferiores: Proteina H3 del virus de la influenza en el citoplasma de las células epiteliales
de los bronquios (izquierda) y de las glandulas bronquiales (derecha). Los tejidos se tifieron con un anticuerpo
monoclonal contra la H3 de influenza detectado por la reaccion de inmunoperoxidasa (precipitado marrén) y contra-
teflido con hematoxilina.

Las Figuras 6A-6D muestran los graficos de amplificacion de H3 y Matriz de genes (Figura 6A y Figura 6B)
obtenidas de la amplificacion de ARN de referencia transcritas in vitro diluidas 10 veces en serie. Las curvas de
referencia de H3 y Matrices de genes (Figura 6C y Figura 6D) se construyen trazando el log de partida de
concentraciones de ARN contra el umbral del ciclo (Ct) obtenido de cada dilucion.

La Figura 7 muestra la sensibilidad de Directigen Flu A que se ensayd con reservas de virus diluidos 10 veces en
serie incluyendo el A/\Wyoming/3/2003 y A/canine/FL/242/2003. El triangulo purpura indica un resultado positivo.

Breve descripcion de las secuencias
SEC ID N° 1 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la

proteina PB2.
SEC ID N° 2 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 1.
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SEC ID N° 3 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina PB1.

SEC ID N° 4 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 3.

SEC ID N° 5 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina PA.

SEC ID N° 6 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 5

SEC ID N° 7 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina NS.

SEC ID N° 8 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 7

SEC ID N° 9 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina NP.

SEC ID N° 10 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 9

SEC ID N° 11 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina NA.

SEC ID N° 12 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 11

SEC ID N° 13 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina MA.

SEC ID N° 14 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 13

SEC ID N° 15 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (Florida/43/04) que codifica la
proteina HA.

SEC ID N° 16 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 15.

SEC ID N° 17 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina PB2.

SEC ID N° 18 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 17.

SEC ID N° 19 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina PB1.

SEC ID N° 20 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 19.

SEC ID N° 21 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina PA

SEC ID N° 22 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 21.

SEC ID N° 23 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina NS.

SEC ID N° 24 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 23.

SEC ID N° 25 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina NP.

SEC ID N° 26 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 25.

SEC ID N° 27 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina NA.

SEC ID N° 28 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 27.

SEC ID N° 29 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina MA.

SEC ID N° 30 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 29.

SEC ID N° 31 es una secuencia de nucleétidos de un virus de la influenza canino (FL/242/03) que codifica la
proteina HA.

SEC ID N° 32 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 31.

SEC ID N° 33 es la forma madura de la proteina HA mostrada en la SEC ID N° 16 donde se ha retirado la
secuencia de sefial de 16 aminoacidos en el extremo N.

SEC ID N° 34 es la forma madura de la proteina HA mostrada en la SEC ID N° 32 donde se ha retirado la
secuencia de sefial de 16 aminoacidos en el extremo N.

SEC ID N° 35 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 36 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 37 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 38 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 39 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 41 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 42 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 43 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 44 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 45 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 46 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 47 es una secuencia de nucleodtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina PB2 que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 48 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 47.

SEC ID N° 49 es una secuencia de nucleodtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina PB1 que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 50 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 49.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2496315713

SEC ID N° 51 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina PA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 52 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 51.

SEC ID N° 53 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina NS que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 54 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 53.

SEC ID N° 55 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina NP que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 56 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 55.

SEC ID N° 57 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina NA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 58 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 57.

SEC ID N° 59 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina MA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 60 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 59.

SEC ID N° 61 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Miami/2005) que codifica una
proteina HA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 62 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 61.

SEC ID N° 63 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina PB2 que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 64 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 63.

SEC ID N° 65 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina PB1 que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 66 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 65.

SEC ID N° 67 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina PA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 68 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 67.

SEC ID N° 69 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina NS que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 70 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 69.

SEC ID N° 71 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina NP que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 72 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 71.

SEC ID N° 73 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina NA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 74 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 73.

SEC ID N° 75 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina MA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 76 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 75.

SEC ID N° 77 es una secuencia de nucledtidos de un virus de la influenza canino (Jacksonville/2005) que
codifica una proteina HA que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencion.

SEC ID N° 78 es la secuencia de aminoacidos codificada por la SEC ID N° 77.

SEC ID N° 79 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 80 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 81 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 82 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 83 es un oligonucledtido.

SEC ID N° 84 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 85 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 86 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 87 es un oligonucleétido.

SEC ID N° 88 es un oligonucledtido.

Divulgacion detallada de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un virus de influenza aislado que es capaz de infectar canidos y producirles una
enfermedad respiratoria. Un virus de la influenza puede comprender un polinucleétido que codifica una proteina que
tiene una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N** 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o
variante funcional y/o inmunogénico de la misma. El polinucleétido puede comprender la secuencia de nucleétido
que se muestra en cualquiera de las SEC IDN°*1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53,
55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 0 77, o un fragmento o variante de la misma. El virus de la influenza puede
tener un subtipo HA: H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, y H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, 0 H16 o un subtipo NA:
N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, o N9. El virus de la influenza puede ser un subtipo H3. El virus se puede aislar de
perros infectados y se cultiva en células o embrién de pollo segun los métodos descritos en el presente documento.
El virus de la influenza puede ser un virus de la influenza A.
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La divulgacion también se refiere a polinucleétidos que comprenden todo o parte de un gen o genes de un segmento
gendémico de un virus de la influenza de la presente invencion. Un polinucledtido puede comprender un gen
hemaglutinina de la influenza (HA), un gen de la neuraminidasa (NA), un gen de nucleoproteina (NP), un gen de
proteina de la matriz (MA o M), un gen de proteina polimerasa basica (PB), un gen de proteina polimerasa acida
(PA), un gen de proteina no estructural (NS), o un fragmento o variante funcional de cualquiera de estos genes. En
una realizacion especifica un polinucledtido de la invencion comprende el gen de la hemaglutinina (HA). En la
divulgacién el gen HA codifica una proteina hemaglutinina que tiene uno o mas de lo siguiente: una serina en la
posicion 83; una leucina en la posicidon 222; una treonina en la posicion 328; y/o una treonina en la posicion 483,
frente a la secuencia de aminoacidos de la secuencia de consenso equina. En una divulgacion, el gen HA codifica
un polipéptido que tiene una secuencia de aminodcidos que se muestra en las SEC ID N* 16, 32, 62, 0 78, o un
fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la misma. En la divulgacion, el gen HA comprende una
secuencia de nucleétidos que se muestra en las SEC ID N** 15, 31, 61, o 77.

En la divulgacion, un polinucledétido codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en
cualquiera de las SEC ID N*° 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la misma. En la
divulgacion, el polinucledtido que codifica la secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEC ID N* 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74,76, 0 78,
comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en las SEC ID N*°1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27,
29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 0 77, respectivamente, o una secuencia que codifica
un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la misma de cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 0 78. La
divulgacion se refiere a secuencias de polinucleétidos que comprenden la secuencia de nucleétidos que se muestran
en cualquiera de las SECIDN* 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61,
63, 65, 67,69, 71, 73, 75, 0 77, o un fragmento o variante, incluyendo una variante degenerada, de cualquiera de las
SECID N*1,3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73, 75, o 77. En la divulgacion, un polinucleétido puede comprender: los Nucledtidos 1-2271 de la SEC ID N° 3;
Nucledtidos 1-2148 de la SEC ID N° 5; Nucleétidos 1-657 de la SEC ID N° 7; Nucleétidos 1-1494 de la SEC ID N° 9;
Nucledtidos 1-1410 de la SEC ID N° 11; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 13; Nucledtidos 1-1695 de la SEC ID N°
15; Nucleétidos 1-2271 de la SEC ID N° 19; Nucledtidos 1-2148 de la SEC ID N° 21; Nucledétidos 1-657 de la SEC ID
N° 23; Nucledtidos 1-1494 de la SEC ID N° 25; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 29; Nucledtidos 1-1695 de la SEC
ID N° 31; Nucledtidos 1-2277 de la SEC ID N° 47; Nucledtidos 1-2271 de la SEC ID N° 49; Nucledtidos 1-2148 de la
SEC ID N° 51; Nucledtidos 1-690 de la SEC ID N° 53; Nucleotidos 1-1494 de la SEC ID N° 55; Nucledtidos 1-1410
de la SEC ID N° 57; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 59; Nucleétidos 1-1695 de la SEC ID N° 61; Nucleétidos 1-
2277 de la SEC ID N° 63; Nucledtidos 1-2271 de la SEC ID N° 65; Nucledtidos 1-2148 de la SEC ID N° 67;
Nucledtidos 1-690 de la SEC ID N° 69; Nucleétidos 1-1494 de la SEC ID N° 71; Nucledtidos 1-1410 de la SEC ID N°
73; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 75; y Nucleotidos 1-1695 de la SEC ID N° 77. Las secuencias de nucledtidos
y aminoacidos de las secuencias viricas de nucleétidos y aminoacidos contempladas en la divulgacion también se
han depositado en el GenBank con los nimeros de registro DQ124147 hasta DQ124161 y DQ124190.

La divulgacion también se refiere a polipéptidos codificados por polinucledtidos de un virus de la influenza. La
divulgacion también se refiere a fragmentos y variantes funcionales y/o inmunogénicos de los polipéptidos objetivo.
Los polipéptidos contemplados incluyen proteina HA, proteina NA, proteina NS, nucleoproteina, proteina polimerasa
basica, proteina polimerasa acida y proteina de la matriz de un virus de la influenza. Un polipéptido puede tener una
secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante
funcional y/o inmunogénico.

La divulgacion también se refiere a la construccion de expresion de polinucleétidos que comprenden una secuencia
de polinucledtidos. Una construccion de expresion puede comprender una secuencia de polinucleétidos que
codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID
N> 2, 4,6,8,10,12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72,
74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico. El polinucleétido que codifica la secuencia de
aminoacidos que se muestra en las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48,
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, puede comprender la secuencia de nucledtidos que se
muestra en las SEC IDN* 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63,
65, 67, 69, 71, 73, 75, o 77, respectivamente, o una secuencia que codifica un fragmento o variante funcional y/o
inmunogénico de cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78. La divulgacion se refiere a construcciones de expresion que
comprenden una secuencia de polinucledtidos que comprende la secuencia de nucledtidos que se muestra en
cualquiera de las SEC ID N*1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63,
65, 67, 69, 71, 73, 75, o 77, o un fragmento o variante que incluye una variante degenerada, de cualquiera de las
SECIDN>1,3,5,7,9,11,13,15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73, 75, o 77. Una construcciéon de expresion proporciona la sobre-expresién de un polinucleétido unido
operativamente.
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Las construcciones de expresidon generalmente incluyen elementos reguladores que son funcionales en la célula
huésped en la que se pretende que se exprese la construccién de expresion. Por lo tanto, un experto en la técnica
puede seleccionar elementos reguladores para su uso, por ejemplo, en células huésped humanas, células huésped
de mamiferos, células huésped de insectos, células huésped de levaduras, células huésped bacterianas, y células
huésped vegetales. En una realizacion, los elementos reguladores son funcionales en células caninas. Los
elementos reguladores incluyen promotores, secuencias de terminacion de la transcripcion, secuencias de
terminacion de la traduccion, potenciadores y elementos de poliadenilacion. Como se utiliza en el presente
documento, la expresién “construccion de expresion” se refiere a una combinacién de secuencias de acido nucleico
que proporciona la transcripcién de una secuencia de acido nucleico unida operativamente. Como se utiliza en el
presente documento, la expresidon “unida operativamente” se refiere a una yuxtaposiciéon de los componentes
descritos en donde los componentes estan en una relacién que les permite funcionar de la manera que se pretende.
En general, los componentes unidos operativamente estan en relaciéon de contigtidad.

Una construccion de expresion puede comprender una secuencia promotora unida operativamente a una secuencia
de polinucleétidos que codifican un polipéptido de la invenciéon. Los promotores se pueden incorporar en un
polinucleédtido utilizando técnicas de referencia conocidas en la técnica. Se pueden utilizar multiples copias de
promotores o multiples promotores en una construccion de expresion de la invencién. En una realizacién preferida,
un promotor se puede posicionar aproximadamente a la misma distancia del sitio de inicio de la transcripcién en la
construccion de expresion que esta del sitio de transcripcion en su entorno genético natural. Se permite alguna
variacion en esta distancia sin que haya una disminucion sustancial de la actividad promotora. Un sitio de inicio de la
transcripcién esta tipicamente incluido en la construccion de expresion. Preferentemente, el promotor asociado con
una construccion de expresion de la invencidn proporciona la sobre-expresién de un polinucleétido unido
operativamente de la invencion.

Los promotores para su uso con una construccion de expresion de la invencion en células eucariotas pueden ser de
origen virico o celular. Los promotores viricos incluyen, pero no se limitan a estos, promotores genéticos de
citomegalovirus (CMV), promotores tempranos o tardios SV40, o promotores genéticos del virus del sarcoma de
Rous (RSV). Los promotores de origen celular incluyen pero no se limitan a estos, promotor genético desmina y
promotor genético actina. Los promotores adecuados para su uso en una construccion de expresion de la invencion
en células de levaduras incluyen, pero no se limitan a estos, promotor 3-fosfoglucarato quinasa, promotor
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, promotor metalotioneina, promotor alcohol deshidrogenasa-2, y promotor
hexoquinasa.

Si la construccion de expresion es para proporcionarla o introducirla en una célula vegetal, entonces se pueden
utilizar promotores viricos vegetales, tales como, por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor 35S (CaMV)
(incluyendo el promotor CaMV 35S potenciado (véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU. N° 5.106.739 y An, 1997))
o un promotor CaMV 19S. Otros promotores que se pueden utilizar para las construcciones de expresion en plantas
incluyen, por ejemplo, el promotor prolifera, promotor Ap3, promotores de choque térmico, promotor T-ADN 1'- 0 2’-
de A. tumefaciens, promotor poligalacturonasa, chalcona sintasa A (CHS-A) de petunia, promotor PR-1 de tabaco,
promotor ubiquitina, promotor actina, promotor genético alcA, promotor pin2 (Xu y col., 1993), promotor Wipl de
maiz, promotor genético trpA de maiz (Patente de EE. UU. N° 5.625.136), promotor genético CDPK de maiz, y
promotor RUBISCO SSU (Patente de EE. UU. N° 5.034.322). Se pueden utilizar promotores especificos de raiz,
tales como cualquiera de las secuencias de promotor descritas en la Patente de EE. UU. N° 6.455.760 o Patente de
EE. UU. N° 6.696.623, o en las solicitudes de patente de EE. UU. N°° 20040078841; 20040067506; 20040019934;
20030177536; 20030084486; or 20040123349, en una construccion de expresion de la invencion. Los promotores
constitutivos (tales como CaMV, ubiquitina, actina o el promotor NOS), los promotores regulados desarrolladamente,
y los promotores inducibles (tales como los promotores que se pueden inducir por calor, luz, hormonas, o productos
quimicos) también se contemplan para su uso en las construcciones de polinucleétidos de expresion de la invencion.
También se pueden utilizar promotores especificos de tejidos, por ejemplo los promotores especificos de frutas,
tales como el promotor E8 del tomate (nimero de registro: AF515784; Good y col. (1994)). También se pueden
utilizar promotores especificos de semillas tales como el promotor del gen de p-faseolina (por ejemplo, de alubia) o
un gen glicina (por ejemplo, de soja), y otros.

Para la expresion en sistemas procariotas, una construccion de expresion de la invenciéon puede comprender
promotores tales como, por ejemplo, promotor de fosfatasa alcalina, promotor triptéfano (trp), promotor lambda PL,
promotor B-lactamasa, promotor lactosa, promotor phoA, promotor T3, promotor T7, o promotor tac (de Boer y col.,
1983).

Las construcciones de expresion pueden contener opcionalmente una secuencia de terminacion de la transcripcion,
una secuencia de terminacion de la traduccion, una secuencia que codifica un péptido de sefial, y/o elementos
potenciadores. Las regiones de terminacion de la transcripcion se pueden obtener faciimente a partir de la region 3’
sin traducir de una secuencia genética virica o eucariota. Las secuencias de terminacion de la transcripcion se
pueden posicionar corriente abajo de una secuencia codificante para proporcionar una terminacion eficaz. Una
secuencia de péptido de sefial es una secuencia corta de aminoacidos que se presenta tipicamente en el extremo
amino de una proteina que es responsable de la resituaciéon de un polipéptido maduro unido operativamente con un
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amplio intervalo de destinos celulares post-traduccionales, variando desde un compartimento de un organulo
especifico a sitios de accion de proteinas en el medio extracelular. Los productos dirigidos del gen al destino celular
y/o extracelular que se pretende por medio del uso de una secuencia de péptido de sefial unido operativamente se
contemplan para su uso con los polipéptidos de la invencién. Los potenciadores clasicos son elementos activos cis
que aumentan la transcripcion genética y también se pueden incluir en la construccion de expresion. Los elementos
potenciadores clasicos se conocen en la técnica, e incluyen, pero no se limitan a, el elemento potenciador CaMV
35S, elemento potenciador promotor temprano citomegalovirus (CMV), y el elemento potenciador SV40. Los
elementos potenciadores mediados por intron que aumentan la expresion genética también se conocen en la
técnica. Estos elementos tienen que estar presentes en la region transcrita y dependen de la orientacion.

Las secuencias de ADN que dirigen la poliadenilacién del ARNm transcrito de la construccion de expresion también
se pueden incluir en la construccion de expresion, e incluyen, pero no se limitan a estas, una sefial de octopina
sintasa o nopalina sintasa.

Las construcciones de expresion también pueden incluir uno o mas genes marcadores dominantes, incluyendo, por
ejemplo, genes que codifican la resistencia a antibidticos y/o resistencia a herbicidas para la seleccion de células
transformadas. Los genes de resistencia a antibioticos pueden proporcionar la resistencia a uno o mas de los
siguientes antibidticos: higromicina, kanamicina, bleomicina, G418, estreptomicina, paromomicina, neomicina, y
espectinomicina. La resistencia a la kanamicina puede proporcionarse por la neomicina fosfotransferasa (NPT II).
Los genes de resistencia a herbicidas pueden proporcionar una resistencia a la fosfinotricina acetiltransferasa o
glifosato. Otros marcadores utilizados para la selecciéon de transformacién celular incluyen, pero no se limitan a
estos, genes que codifican la B-glucuronidasa (GUS), B-galactosidasa, luciferasa, nopalina sintasa, cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), proteina de fluorescencia verde (GFP), o GFP potenciada (Yang y col., 1996).

La divulgacion también se refiere a vectores de polinucleétidos que comprenden una secuencia de polinucleotidos
que codifican un polipéptido. Los sitios Unicos de restriccion enzimatica se pueden incluir en los extremos 5’ y 3’ de
una construccién de expresion o polinucleétido de la invencién para permitir la insercidén de un vector polinucleétido.
Como se utiliza en el presente documento, el término “vector” se refiere a cualquier elemento genético, incluyendo
por ejemplo, plasmidos, cosmidos, cromosomas, fagos, virus, y similares que son capaces de replicacion cuando se
asocian con los elementos de control adecuados y con los que se pueden transferir secuencias de polinucleétidos
entre células. Los vectores contienen una secuencia de nucleétidos que permite al vector replicarse en una célula
huésped seleccionada. Varios vectores estan disponibles para la expresion y/o clonacién, e incluyen, pero no se
limitan a estos, pBR322, serie pUC, serie M 13, serie pGEM, y vectores pBLUESCRIPT (Stratagene, La Jolla, CA'y
Promega, Madison, WI).

La divulgacion también se refiere a sondas de oligonucledtidos y cebadores, tales como los cebadores de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que pueden hibridarse con una secuencia codificante o no codificante
de un polinucledtido de la presente invencion. Las sondas de oligonucledtidos se pueden utilizar en los métodos
para detectar las secuencias de acido nucleico del virus de la influenza. Los oligonucleétidos cebadores se pueden
utilizar en métodos de PCR y otros métodos que implican la amplificacién de acidos nucleicos. Una sonda o cebador
se puede hibridar con un polinucleétido bajo condiciones rigurosas. Las sondas y cebadores pueden comprender
opcionalmente un marcador detectable o una molécula indicadora, tal como moléculas fluorescentes, enzimas,
restos radioactivos, y similares. Las sondas y cebadores pueden ser de cualquier longitud que sea adecuada para el
método o ensayo en el que se emplean. Tipicamente, las sondas y cebadores seran de 10 a 500 o mas nucleodtidos
de longitud. Se contemplan sondas y cebadores que tienen 10 a 20, 21 a 30, 31 a 40, 41 a 50, 51 a 60,61 a 70,71 a
80, 81 a 90, 91 a 100, o 101 o mas nucledtidos de longitud. Las sondas y cebadores son cualquiera de 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 nucledtidos de longitud. Las sondas y
cebadores pueden tener una identidad de secuencias de nucledtidos completa (100%) con la secuencia del
polinucledtido, o la identidad de secuencias puede ser menor del 100%. Por ejemplo, la identidad de secuencia entre
una sonda o un cebador y una secuencia puede ser del 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70% o
cualquier otro porcentaje de identidad de secuencia siempre y cuando la sonda o el cebador se puedan hibridar bajo
condiciones rigurosas a una secuencia de nucleétidos de un polinucleétido. Sondas y cebadores ejemplificados
incluyen los que tienen la secuencia de nucleétidos mostrados en cualquiera de la SEC ID N° 35, SEC ID N° 36,
SEC ID N° 37, SEC ID N° 38, SEC ID N° 39, SEC ID N° 40, SEC ID N° 41, SEC ID N° 42, SEC ID N° 43, SEC ID N°
44, SEC ID N° 45, y la SEC ID N° 46, o un fragmento o variante funcional de cualquiera de las SEC ID N°° 35-46.
Como se utiliza en el presente documento, las expresiones “acido nucleico”, “polinucleétido” y “oligonucleétido” se
refieren a un desoxirribonucledtido, ribonucledtido, o un polimero de desoxirribonucledtido y ribonucledtido
mezclados sea en una forma mono o bicatenaria, y a menos que lo limite otra cosa, englobarian analogos conocidos
de nucledtidos naturales que pueden funcionar de manera similar a los nucleétidos que se encuentran naturalmente.
Las secuencias de polinucleétidos incluyen la secuencia de una cadena de ADN que se puede transcribir en ARN y
la cadena de ARN que se puede traducir en proteinas. Se contempla la secuencia complementaria de cualquier
acido nucleico, polinucledtido u oligonucleédtido. Las secuencias de polinucledtidos también incluyen tanto las
secuencias de longitud completa asi como secuencias mas cortas derivadas de las secuencias de longitud completa.
Se contemplan los polinucleétidos que son complementarios a la secuencia de los polinucleétidos desvelados. Los
polinucleétidos y polipéptidos de la invencion se pueden proporcionar en forma purificada o aislada.
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Debido a la degeneracion del coédigo genético, una variedad de diferentes secuencias de polinucleétido pueden
codificar un polipéptido. Se describe una tabla que muestra todos los tripletes de codones posibles (y donde U
también esta por T) y el aminoacido codificado por cada codén, en Lewin (1985). Ademas, esta dentro de la
experiencia habitual de un experto entrenado en la técnica, crear secuencias de polinucleétido alternativas que
codifican los mismos, o esencialmente los mismos, polipéptidos del objetivo de la invencidon. Estas variantes
degeneradas y las secuencias de polinucledtido alternativas estan dentro del ambito del objetivo de la invencion.
Como se utiliza en el presente documento, las referencias a “esencialmente la misma” secuencia se refiere a
secuencias que codifican sustituciones, eliminaciones, adiciones o inserciones de aminoacidos que no alteran
materialmente la actividad funcional y/o inmunogénica del polipéptido codificado por los polinucleétidos.

La divulgacién también se refiere a variantes de los polinuclettidos que codifican polipéptidos. Secuencias variantes
incluyen las secuencias en las que uno o mas nucledtidos de la secuencia se han sustituido, eliminado y/o insertado.
Los nucledtidos que se pueden sustituir por nucleétidos naturales de ADN tienen un resto basico que puede incluir,
pero no se limitan a estos, inosina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, hipoxantina, 1-metilguanina, 5-metilcitosina, y
bases tritiladas. El resto de aztcar del nucleétido en una secuencia también se puede modificar e incluye, pero no se
limita a estos, arabinosa, xilulosa, hexosa. Ademas, se pueden modificar las bases de nucleétidos adenina, citosina,
guanina, timina, y uracilo con grupos acetil, metil, y/o tio.

También se contemplan la sustituciéon de aminoacidos distintos de los ejemplificados especificamente o los
presentes naturalmente en un polipéptido. Por ejemplo, se pueden sustituir los aminoacidos de un polipéptido por
aminoacidos no naturales, siempre que el polipéptido que tiene los aminoacidos sustituidos mantenga
sustancialmente la misma actividad funcional que el polipéptido en el que no se han sustituido aminoacidos.
Ejemplos de aminoacidos no naturales incluyen, pero no se limitan a estos, ornitina, citrulina, hidroxiprolina,
homoserina, fenilglicina, taurina, yodotirosina, acido 2,4-diaminobutirico, acido a-amino isobutirico, acido 2-
amonobutirico, acido y-amino butirico, acido e-amino hexanoico, acido 6-amino hexanoico, acido 2-amino isobutirico,
acido 3-amino propidnico, norleucina, norvalina, sarcosina, homocitrulina, acido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina,
fenilglicina, ciclohexilalanina, B-alanina, fluoro aminoacidos, aminoacidos de disefio tales como B-metil aminoacidos,
C-metil aminoacidos, N-metil aminoacidos, y analogos de aminoacidos en general. Los aminoacidos no naturales
también incluyen aminoacidos que tienen grupos laterales derivados. Ademas, cualquiera de los aminoacidos de las
proteinas puede estar en forma D (dextrégiros) o L (levogiros). También se contemplan las variantes alélicas de una
secuencia proteica de un polipéptido.

Los aminoacidos se pueden clasificar en las siguientes clases: no polares, polares sin carga, basicos y acidos. Se
contemplan las sustituciones conservadoras por las que un polipéptido que tiene un aminoacido de una clase se
remplaza por otro aminoacido de la misma clase siempre y cuando el polipéptido que tiene la sustitucion aun
mantenga sustancialmente la misma actividad funcional que el polipéptido que no tiene la sustitucion. Se contemplan
polinucleétidos que codifican un polipéptido que tienen una o mas sustituciones de aminoacidos en su secuencia. La
Tabla 11 posterior proporciona una lista de ejemplos de aminoacidos que pertenecen a cada clase. Las abreviaturas
de aminoacidos con una sola letra se definen en la Tabla 12.

Los fragmentos y variantes de polipéptidos del virus de la influenza se puede generar utilizando métodos de
referencia conocidos en la técnica y la presencia de su funcién o inmunogenicidad se ensaya utilizando técnicas de
referencia conocidas en la técnica. Por ejemplo, para ensayar fragmentos y/o variantes de un polipéptido
neuraminidasa de la invencion, se puede ensayar la actividad enzimatica. Por lo tanto, un experto habituado puede
facilmente preparar y ensayar fragmentos y variantes de un polipéptido de la invencién y determinar si el fragmento
o variante mantiene la actividad con respecto al polipéptido de longitud completa o no variante.

Se pueden definir los polinucleétidos y polipéptidos en términos de identidad mas particular y/o intervalos de
similitud. La identidad de secuencia sera tipicamente mayor del 60%, preferentemente mayor del 75%, mas
preferentemente mayor del 80%, incluso mas preferentemente mayor del 90% y puede ser mayor del 95%. La
identidad y/o similitud de una secuencia puede ser del 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 0 99% en comparacion con una secuencia ejemplificada en el presente documento. A menos de que se
especifique otra cosa, como se utiliza en el presente documento el porcentaje de identidad de secuencia y/o similitud
de dos secuencias se puede determinar utilizando el algoritmo de Karlin y Altschul (1990), modificado como en
Karlin y Altschul (1993). Tal algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul y col. (1990).
Las busquedas BLAST se pueden llevar a cabo con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabras =
12, para obtener secuencias con el porcentaje de identidad de secuencia que se desea. Para obtener alineamientos
con huecos con fines de comparacion, se puede utilizar el Gapped BLAST como se describe en Altschul y col.
(1997). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, se pueden utilizar los parametros por defecto de
los programas respectivos (NBLAST y XBLAST). Véase la pagina de internet de NCBI/NIH.

También se contemplan las moléculas de polinucledtidos que tienen secuencias que son suficientemente homologas
con las secuencias de polinucleétidos ejemplificados en el presente documento de forma que permitan la hibridacion
con esta secuencia bajo condiciones rigurosas de referencia y métodos de referencia (Maniatis y col., 1982). Como
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se utiliza en el presente documento, condiciones “rigurosas” de hibridacion se refieren a condiciones en las que la
hibridacion se llevan a cabo durante una noche a 20-25 °C por debajo de la temperatura de fusion (Tm) del hibrido
ADN en 6x SSPE, 5x solucién de Denhardt, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml de ADN desnaturalizado. La temperatura de
fusiéon, Tm, se describe por la férmula siguiente (Beltz y col., 1983):

Tm=81,5C + 16,6 Log [Na+] + 0,41 (% G+G) -0,61 (% formamida)-600/longitud de duplex
en pares de bases

Los lavados se llevan a cabo tipicamente de la siguiente manera:

(1) Dos veces a temperatura ambiente durante 15 minutos en 1x SSPE, 0,1% SDS (lavado de baja rigurosidad).
(2) Una vez a Tm-20 °C durante 15 minutos en 0,2x SSPE, 0,1% SDS (lavado con rigurosidad moderada).

La divulgacion también se refiere a proteinas y péptidos viricos codificados por genes de un virus de la influenza. La
proteina virica puede ser una proteina HA madura. La proteina HA madura puede comprender uno o mas de los
siguientes: una serina en la posicion 82; una leucina en la posicion 221; una treonina en la posicién 327; y/o una
treonina en la posicion 482. La proteina HA madura puede tener una secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC
ID N° 33 0 SEC ID N° 34, o un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la SEC ID N° 33 o SEC ID N° 34.
La proteina virica puede ser una proteina NA, proteina NS, proteina PB, proteina PA, o proteina MA. Las proteinas
viricas y péptidos se pueden utilizar para generar anticuerpos que se unan especificamente a la proteina o péptido.
Las proteinas y péptidos viricos también se pueden utilizar como inmundgenos y en composiciones vacunales.

La divulgacion también se refiere a composiciones y métodos para inducir una respuesta inmunitaria contra un virus
de la influenza que es capaz de infectar un animal huésped susceptible y producir una enfermedad respiratoria. Se
puede llevar a cabo la induccién de una respuesta inmunitaria contra cualquier subtipo de un virus de la influenza en
un animal huésped susceptible. Por ejemplo, el virus de la influenza puede ser de un subtipo HA: H1, H2, H3, H4,
H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, 0 H16, y un subtipo NA: N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8, o N9.
En una realizacion, el subtipo HA es H3 o H5. El subtipo NA puede ser N7 o N8. Se puede inducir una respuesta
inmune contra un virus de la influenza del subtipo H3N8 . El animal huésped puede ser un canido. Los caninos
incluyen los caninos silvestres, de zoo, y domésticos, tales como lobos, coyotes y zorros. Los caninos también
incluyen los perros, particularmente los perros domésticos, tales como por ejemplo, los perros de compafia de pura
raza o mestizos, perros de concurso, perros de trabajo, perros pastores, perros de caza, perros de guarda, perros
policia, perros de carreras, y/o perros de laboratorio. El animal huésped puede ser un perro domesticado, tal como
un galgo Greyhound. Al animal se le puede administrar una cantidad eficaz de una composicion inmunogénica
suficiente para inducir una respuesta inmunitaria contra el virus de la influenza. La respuesta inmunitaria puede ser
una respuesta humoral y/o celular. La respuesta inmunitaria puede ser una respuesta inmunitaria protectora que sea
capaz de prevenir o minimizar la infeccion virica en el animal huésped inmunizado por un periodo de tiempo
posterior a la inmunizacién. La divulgacion se refiere a composiciones y métodos que pueden proporcionar un
animal vacunado con una respuesta inmunitaria protectora contra un virus.

Como se describe en el presente documento, la vacuna o composiciones inmunogénicas pueden comprender virus
completos libres de células, incluyendo virus atenuados o inactivados, o partes el virus, incluyendo particulas de
subvirion (incluyendo “vacunas de subunidades” en las que se trata el viridon para retirar algunos o todos los lipidos
viricos), proteinas viricas (incluyendo las proteinas individuales y los complejos macromoleculares de multiples
proteinas), polipéptidos, y péptidos, asi como lineas celulares infectadas con el virus, o una combinacién de
cualquiera de estos. La vacuna o las composiciones inmunogénicas que comprenden lineas celulares infectadas con
el virus pueden comprender multiples lineas celulares, cada una de ellas infectada con una cepa virica diferente.

Un canino se puede inmunizar con una o mas vacunas de virus de la influenza inactivado (es decir, destruido) y/o
vivo atenuado o vacunas que comprenden uno o una multiplicidad de antigenos de virus de la influenza de uno o
mas aislados de virus. El virus de la influenza puede ser un virus de la influenza canina. El virus de la influenza
puede ser un virus de la influenza equina que codifica o expresa un polipéptido que tiene una identidad de secuencia
de al menos aproximadamente el 90%, o al menos aproximadamente el 96%, o el 97%, o el 98%, o el 99% o mas
con un polipéptido del virus de la influenza canina. Un antigeno de influenza que se utiliza en una vacuna puede
tener una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 96% con un antigeno HA o un antigeno NA de
un virus de la influenza canina.

Un ejemplo de vacuna inactivada es EQUICINE [I™, que se ha comercializado por Intervet Inc. (Millsboro, DE,
EE.UU.) como una vacuna liquida. EQUICINE II™ contiene virus inactivado de influenza A/Pennsylvania/63
("A/Pa/63") y virus de influenza A/equine/Kentucky/93 ("A/KY/93") con carbopol (es decir, HAVLOGEN® (Intervet
Inc.)). Mas especificamente, una dosis de EQUICINE [I™ contiene: 10%° EIDs, de A/Pa/63 inactivado, 10%7 EIDsp de
A/KY/93 inactivado, 0,25% de carbopol y suficiente PBS para crear un volumen total de 1 ml.

Otro ejemplo de vacuna inactivada es el virus de gripe equina A/equine/Ohio/03 ("Ohio 03"). En algunas
realizaciones, tal vacuna contiene CARBIGEN™, que es un adyuvante basado en un polimero emulsionado
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disponible comercialmente en MVP Laboratories, Inc. (Ralston, NE). En tales vacunas, una dosis unitaria comprende
tipicamente al menos aproximadamente 250 unidades de HA del virus, desde aproximadamente 250 a
aproximadamente12.500 unidades de HA del virus, o desde aproximadamente 1.000 a aproximadamente 6.200
unidades de HA del virus. La concentracion recomendada de CARBIGEN™ es desde aproximadamente el 5 a
aproximadamente el 30% (por masa).

Un ejemplo de vacuna viva atenuada es el virus de influenza equina vivo modificado equine/Kentucky/91 ("A/KY/91")
en forma secada por frio que se puede reconstituir con agua. La reconstitucion se puede llevar acabo utilizando
agua de calidad para vacunas suficiente para dar lugar a la dosificacion vacunal de un volumen total de 1 ml. Los
aspectos de tales vacunas se tratan, por ejemplo, en las Patentes de EE. UU. N*° 6.436.408; 6.398.774; y 6.177.082.
Una vez reconstituida, una dosis de tal vacuna puede, por ejemplo contener A/KY/91 a 10" TCIDso por ml, 0,015
gramos de N-Z AMINE AS™ por ml, 0,0025 gramos de gelatina por ml, y 0,04 gramos de D lactosa por ml. N-Z
AMINE AS™ es una fuente refinada de aminoacidos y péptidos producidos por hidrdlisis enzimatica de la caseina.
N-Z AMINE AS™ esta comercializado por Kerry Bio-Science (Norwich, NY, EE. UU.).

En la divulgacion, la vacuna puede comprender un antigeno de influenza H3 que tiene una homologia de al menos el
93% con las secuencias codificantes de HA en Florida/43/2004, tal como, por ejemplo, la cepa equine/New
Market/79. La homologia preferida es de al menos aproximadamente el 96%, tal como por ejemplo, las cepas
equine/Alaska/1/91 y equine/Santiago/85. En los ejemplos siguientes, se incorporaron en las vacunas antigenos de
influenza de equine/Kentucky/ 91, equine-2/Kentucky/93, equine-1/Pennsylvania/63, y equine Ohio/03. Las vacunas
pueden incluir vacunas que comprenden equine/Wisconsin/03, equine/Kentucky/ 02, equine/Kentucky/93, y
equine/New Market 2/93. Se pueden utilizar virus H3N8. Se pueden utilizar otros virus H3 de la influenza.

Las vacunas vivas atenuadas se pueden preparar por medios convencionales. Tales medios incluyen generalmente,
por ejemplo, la modificacion de cepas patdgenas por pasaje in vitro, adaptacion al frio, modificacion de la
patogenicidad del organismo por modificacién genética, preparacion de quimeras, insercion de antigenos en
vectores viricos, seleccion de cepas tipo silvestre no virulentas, etc.

Las cepas de virus vivo atenuado se pueden derivar por pasaje seriado del virus tipo silvestre en cultivos celulares,
animales de laboratorio, animales no huéspedes, o embrién de pollo. La acumulacién de mutaciones genéticas
durante tales pasajes da lugar tipicamente a la pérdida progresiva de virulencia del organismo hacia el huésped
original.

Las cepas de virus vivo atenuado se pueden preparar por co-infecciéon de células permisibles con un virus mutante
atenuado y virus patdgeno. El virus recombinante deseado que resulta tiene la seguridad del virus atenuado con
genes que codifican antigenos protectores del virus patdgeno.

Las cepas de virus vivo atenuado se pueden preparar por adaptacion al frio. Un virus adaptado al frio tiene la
ventaja de que se replica solo a la temperatura que se encuentra en el tracto respiratorio superior. Un método de
generacion de un virus de la influenza equina adaptada al frio se ha descrito en la Patente de EE. UU. N° 6.177.082.
Un virus adaptado al frio deseado obtenido confiere uno o mas de los siguientes fenotipos: adaptacion al frio,
sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y/o atenuacion.

Las cepas de virus vivo atenuado se pueden preparar por medios moleculares, tales como mutacién de punto,
eliminacién, o insercion, para convertir un virus patdgeno en un virus no patégeno o menos patégeno en
comparacion con el virus original, mientras que se conservan las propiedades protectoras del virus original.

Los virus vivos atenuados se pueden preparar clonando los candidatos a ser genes de antigenos protectores, en un
genoma de un virus no patégeno o menos patégeno u otro organismo.

Las vacunas de virus inactivados (es decir, destruidos) se pueden preparar inactivando el virus utilizando métodos
convencionales. Tipicamente, tales vacunas incluyen excipientes que pueden potenciar una respuesta inmunitaria,
asi como otros excipientes que se utilizan convencionalmente en las vacunas. por ejemplo, en los ejemplos
siguientes, EQUICINE II™ comprende HALOGEN®. La inactivacion del virus se puede conseguir tratando el virus
con productos quimicos de inactivacion (por ejemplo, formalina, beta-propiolactona (“BPL”), bromoetilamina ("BEA"),
y etilenimina binaria ("BEI")) o por métodos no quimicos (por ejemplo, calor, congelacion/descongelacion, o
sonicacion) para alterar la capacidad de replicacion del virus.

Se puede utilizar el virus Equine/Ohio/03 como virus de desafio. Se sabe que tiene una homologia de
aproximadamente el 99% con los aislados de Florida/43/04, y se ha demostrado que induce sintomas de infeccion y
seroconversion en perros. El ejemplo 18 ilustra la eficacia de la vacuna de influenza equina en perros, mostrando los
titulos de inhibicion de la hemaglutinacion (o “HI” o “HAI”) en perros vacunados con el antigeno inactivado Ohio 03
en una composicién vacunal que comprende el adyuvante CARBIGEN™. La Tabla 29 muestra titulos pre-
vacunacion, post-vacunacion, y post-segunda vacunacion, asi como post-desafio. Los resultados indican los titulos
HI en cada estado de post-vacunacién en los perros vacunados, con poco o ningun aumento en los controles. La
Tabla 30 ilustra los signos clinicos, aislamiento del virus, y resultados histopatolégicos del mismo estudio. Aunque
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los animales desafiados no mostraban signos clinicos, supresion virica, o histopatologia positiva, los titulos de HI
positivos (Tabla 29) indican titulos de anticuerpos significativos en los animales inmunizados.

Se desvelan otras vacunas de antigenos H3 del virus de la influenza. Los siguientes ejemplos con respecto a lo que
se relacionan con la materia objetivo de las reivindicaciones se proporcionan para ilustrar la invencion y sus
realizaciones preferidas.

Se pueden utilizar antigenos de influenza distintos de los antigenos H3 del virus de la influenza. Tales antigenos
incluyen, por ejemplo, los de equine/PA/63, que es un subtipo A 1 equino (H7N7). Se contempla que se pueden
utilizar uno o mas de tales antigenos con o sin uno o mas antigenos H3 de influenza.

En general, la vacuna se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente
eficaz” es una cantidad suficiente para inducir una respuesta protectora en el paciente canino contra el virus diana.
Tipicamente, una dosificacion es “terapéuticamente eficaz” si previene, reduce el riesgo de, retrasa la aparicion de,
reduce la diseminacion de, mejora, suprime, o erradica la influenza o uno o mas (tipicamente dos o mas) de sus
sintomas. Los sintomas de influenza tipicos incluyen, por ejemplo, fiebre (para los perros, tipicamente > 103,0 °F; >
39,4 °C), tos, estornudos, lesiones histopatoldgicas, descarga ocular, descarga nasal, vomitos, diarrea, depresion,
pérdida de peso, arcadas, hemoptisis, y/o ritmos audibles. Otros sintomas a menudo mas graves pueden incluir por
ejemplo, hemorragia en los pulmones, mediastino, o cavidad pleural; traqueitis, bronquitis, bronquiolitis;
bronconeumonia supurativa; y/o infiltracion del revestimiento epitelial y el lumen de vias aéreas del pulmén con
neutrdéfilos y/o macréfagos.

La vacuna se puede administrar como parte de una terapia de combinacion, es decir, una terapia que incluye,
ademas de la vacuna en si misma, la administracion de uno o mas agentes activos adicionales, adyuvantes,
terapias, etc. En este caso, se deberia reconocer que la cantidad de vacuna que constituye una cantidad
“terapéuticamente eficaz” puede ser menor que la cantidad de vacuna que constituiria una cantidad
“terapéuticamente eficaz” si la vacuna se administrara sola. Otras terapias pueden incluir las conocidas en la técnica,
tales como, por ejemplo, medicaciones antiviricas, analgésicos, medicaciones reductoras de la fiebre, expectorantes,
medicaciones antiinflamatorias, antihistaminicos, antibiéticos para tratar la infeccidon bacteriana que se produce con
la infeccién por el virus de la influenza, reposo, y/o administracion de fluidos. La vacuna se puede administrar en
combinacién con una vacuna de Bordetella, vacuna de adenovirus, y/o vacunas del virus de la parainfluenza.

Una dosis tipica para una vacuna V|va atenuada puede ser de al menos aproximadamente 10° ufp/canlno y mas
tlplcamente de aproximadamente 10° a aproximadamente 10° ufp/canino. En la presente patente, “ufp” significa
“unidades formadoras de placas”. Una dosis tipica para una vacuna viva atenuada puede ser al menos
aproximadamente 10® TCIDso/canino, y mas tipicamente desde aproximadamente 10° a aproximadamente 10
TCIDso/canino. Una dosis tipica para una vacuna viva atenuada puede ser al menos aproximadamente 10°
EIDso/canino, y mas tipicamente desde aproximadamente 10%a aproximadamente 10° EIDso/canino. Una tipica dosis
para una vacuna inactivada puede ser al menos aproximadamente de 40 unidades HA, tipicamente desde
aproximadamente 40 a aproximadamente 10.000 unidades HA, y mas tipicamente desde aproximadamente 500 a
aproximadamente 6.200 unidades HA. La dosis pude ser desde aproximadamente 6.100 a aproximadamente 6.200
unidades HA.

La Lvacuna puede comprender una vacuna viva atenuada a una concentraciéon que sea al menos aproximadamente
10%° ufp/canino mayor que el nivel de inmunogenicidad. La vacuna puede comprender una vacuna viva atenuada a
una concentracion que sea al menos aproximadamente 10%® TCIDso/canino mayor que el nivel de inmunogenicidad.
La Lvacuna puede comprender una vacuna atenuada viva a una concentraciéon que sea al menos aproximadamente
10%° EIDso/canino mayor que el nivel de inmunogenicidad.

El nivel de inmunogenicidad se puede determinar experimentalmente por técnicas de titulacion de dosis de desafio
que se conocen generalmente en la técnica. Tales técnicas tipicamente incluyen la vacunacién de varios caninos
con la vacuna a diferentes dosificaciones, y luego se desafia a los caninos con el virus virulento para determinar la
dosis minima protectora.

Los factores que afectan al régimen de dosificacion preferida pueden incluir, por ejemplo, el tipo (por ejemplo,
especie y raza), la edad, peso, sexo, dieta, actividad, tamafio de los pulmones, y estado fisico del sujeto; la via de
administracion, la eficacia, seguridad y duracién de los perfiles de inmunidad de la vacuna particular utilizada; si se
utiliza un sistema de suministro; y si la vacuna se administra como parte de un farmaco y/o combinacién de vacunas.
Por lo tanto, la dosis que se emplea actualmente puede variar para animales especificos, y, por lo tanto, se pueden
desviar de las dosificaciones tipicas que se han expuesto anteriormente. La determinacion de tales ajustes en la
dosificacion generalmente esta dentro de la experiencia en la técnica utilizando medios convencionales. Se deberia
sefialar ademas que los virus vivos atenuados generalmente se autopropagan; por lo tanto, la cantidad especifica
que se administra de tales virus no es necesariamente critica.

Una vacuna se puede administrar a un paciente canino en una sola vez; o, alternativamente, en dos o mas veces
durante dias, semanas, meses o0 afos. La vacuna se puede administrar al menos en dos veces. La vacuna se puede
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administrar dos veces, con la segunda dosis (por ejemplo, el refuerzo) administrada al menos aproximadamente 3
semanas después de la primera. La vacuna se puede administrar dos veces, con la segunda dosis administrada no
mas de 8 semanas después de la primera. La segunda dosis se puede administrar desde aproximadamente 2
semanas a aproximadamente 4 afios después de la primera dosis, desde aproximadamente 2 a aproximadamente 8
semanas después de la primera dosis, o desde aproximadamente 3 a aproximadamente 4 semanas después de la
primera dosis. La segunda dosis se puede administrar aproximadamente 4 semanas después de la primera dosis. La
primera y posteriores dosificaciones pueden variar, tal como, por ejemplo, en cantidad y/o forma. A menudo, sin
embargo, las dosificaciones son las mismas en cantidad y forma. Cuando solo se administra una dosis, la cantidad
de vacuna es la dosis Unica que comprende generalmente una cantidad eficaz de vacuna. Sin embargo, cuando se
administra mas de una dosis, las cantidades de vacuna en estas dosis juntas pueden constituir una cantidad
terapéuticamente eficaz.

La vacuna se puede administrar antes de que el receptor canino se infecte con influenza. La vacuna puede, por
ejemplo, administrarse para prevenir, reducir el riesgo de, o retrasar la aparicion de influenza o uno o mas
(tipicamente dos o mas) sintomas de influenza.

La vacuna se puede administrar después de que el receptor canino se infecte con influenza. La vacuna puede por
ejemplo, mejorar, suprimir, o erradicar la influenza o uno o mas (tipicamente dos o mas) sintomas de influenza.

La composicion de una vacuna depende de, por ejemplo, si la vacuna es una vacuna inactivada, una vacuna viva
atenuada, o ambas. También depende del método de administraciéon de la vacuna. Se contempla que una vacuna
comprendera uno o mas vehiculos, adyuvantes, otros potenciadores de la respuesta inmunitaria, y/o vehiculos
(colectivamente denominados “excipientes”) convencionales farmacéuticamente aceptables. Tales excipientes se
seleccionan generalmente para ser compatibles con los principios activos de la vacuna. El uso de excipientes
generalmente es conocido por los expertos en la técnica.

La expresion “aceptable farmacéuticamente” se utiliza como un adjetivo para decir que el nombre modificado es
apropiado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se utiliza, por ejemplo, para describir un excipiente en
una vacuna farmacéutica, caracteriza al excipiente que es compatible con los otros ingredientes de la composicion y
no perjudica con desventaja al presunto receptor canino.

Las vacunas se pueden administrar por medios convencionales, incluyendo, por ejemplo, la administracidon mucosa,
(tal como la intranasal, oral, intratraqueal, y ocular), y la administracion parenteral. La administracion mucosa a
menudo es particularmente ventajosa para las vacunas vivas atenuadas. La administracion parenteral es a menudo
particularmente ventajosa para vacunas inactivadas.

Las vacunas mucosas pueden ser, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, tales como emulsiones
farmacéuticamente aceptables, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires. Los excipientes adecuados para tales
vacunas incluyen, por ejemplo, diluyentes inertes utilizados habitualmente en la técnica, tales como, agua, solucion
salina, dextrosa, glicerol, lactosa, sacarosa, polvo de almiddn, ésteres de acidos alcanoicos de celulosa, alquil
ésteres de celulosa, talco, acido estearico, estearato magnésico, 6xido magnésico, sales de sodio y calcio de acidos
sulfurico y fosférico, gelatina, goma arabiga, alginato sdédico, polivinilpirrolidona, y/o alcohol polivinilico. Los
excipientes también comprenden varios agentes humectantes, emulsionantes, suspensores, saborizantes (por
ejemplo, edulcorantes), y/o agentes aromatizantes.

Las vacunas para mucosa oral pueden, por ejemplo, comprimirse o encapsularse para una administracion
conveniente. Tales capsulas o comprimidos pueden contener una formulacién de liberacién controlada. En el caso
de capsulas, comprimidos, y pildoras, las formas de dosificacion también pueden contener agentes tamponantes,
tales como citrato sddico, o carbonato o bicarbonato magnésico o calcico. Los comprimidos y pildoras se pueden
preparar adicionalmente con revestimientos entéricos.

las vacunas se pueden administrar por medio del agua de bebida y/o la comida del paciente canino. La vacuna se
puede administrar en forma de golosina o juguete.

La “administracion parenteral” incluye las inyecciones subcutaneas, inyecciones submucosas, inyecciones
intravenosas, inyecciones intramusculares, inyecciones intraesternales, inyecciones transcutaneas, e infusion. Las
preparaciones inyectables (por ejemplo, suspensiones estériles acuosas u oleosas) se pueden formular de acuerdo
con la técnica conocida utilizando excipientes adecuados, tales como vehiculos, disolventes, dispersantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, y/o agentes suspensores. Estos incluyen tipicamente, por ejemplo, agua,
solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol, aceite de maiz, aceite de semilla de algodon, aceite de mani, aceite de
sésamo, alcohol bencilico, 1,3-butanodiol, solucion de Ringer, solucion isoténica de cloruro sédico, mezclas de
aceites no volatiles (por ejemplo mono- o diglicéridos), acidos grasos (por ejemplo, acido oleico), dimetil acetamida,
tensioactivos (por ejemplo, detergentes idnicos o no iénicos), propilenglicol, y/o polietilen glicoles. Los excipientes
también incluyen pequefias cantidades de otras sustancias auxiliares, tales como agentes tamponantes.
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las vacunas pueden incluir uno o mas excipientes que aumentan la respuesta inmunitaria del paciente (que pueden
incluir una respuesta de anticuerpos, una respuesta celular, o ambas), de esta manera se aumenta la efectividad de
la vacuna. El uso de tales excipientes (o adyuvantes) puede ser particularmente beneficiosos cuando se utiliza una
vacuna inactivada. El adyuvante(s) puede ser una sustancia que tiene un efecto directo (por ejemplo, citoquina de
Bacillé Calmette-Guerin (“BCG”)) o indirecto (liposomas) sobre las células del sistema inmunitario del paciente
canino. Ejemplo de los adyuvantes adecuados a menudo incluyen aceites (por ejemplo, aceites minerales), sales
minerales (por ejemplo, hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio), componentes bacterianos (por ejemplo,
liposacaridos bacterianos, adyuvantes de Freund, y/o MDP) componentes vegetales (por ejemplo, Quil A) y/o una o
mas sustancias que tienen un efecto de vehiculo (por ejemplo, bentonita, particulas de latex, liposomas, y/o Quil A,
ISCOM). Como se sefald anteriormente, los adyuvantes también incluyen, por ejemplo, CARBIGEN™ vy carbopol.
Deberia reconocerse que la presente invencion engloba ambas vacunas, las que comprenden un adyuvante(s), asi
como las vacunas que no comprenden ningun adyuvante.

Se contempla que las vacunas pueden estar secadas por frio (o con el volumen de liquido reducido de otra manera)
para almacenarlas, y luego se reconstituyen en un liquido antes o en el momento de la administracion. Tal
reconstitucion se puede conseguir utilizando, por ejemplo, agua de calidad vacunal.

Ademas se desvelan kits que son adecuados para su uso en la realizacién de los métodos descritos anteriormente.
El kit comprende una forma de dosificacion que comprende una vacuna. El kit también comprende al menos un
componente adicional, y, tipicamente, instrucciones de uso de la vacuna con el componente(s) adicional (tal como,
por ejemplo, uno o mas de los excipientes tratados anteriormente, comida, y/o una golosina) que se puede mezclar
con la vacuna antes o durante la administracion. EI componente(s) adicional puede comprender de manera
alternativa (o adicionalmente) uno o mas aparatos para administrar la vacuna al paciente canino. Tal aparato puede
ser por ejemplo, una jeringa, un inhalador, nebulizador, pipeta, férceps, o cualquier otro dispositivo de vehiculo
médicamente aceptable. El aparato puede ser adecuado para la administracién subcutanea de la vacuna. El aparato
puede ser adecuado para la administracion intranasal de la vacuna.

También se pueden utilizar otros excipientes y modos de administracion conocidos en la técnica farmacéutica o
bioldgica.

La vacuna de composiciones inmunogénicas también engloba construcciones recombinantes basadas en un vector
virico, por ejemplo genes que codifican la proteina HA, proteina NA, nucleoproteina, proteina basica polimerasa,
proteina acida polimerasa, y/o proteina de la matriz de un virus de influenza de la presente invencién. Se contempla
cualquier vector virico adecuado que se pueda utilizar para preparar una construccion recombinante en un vector
virico. Por ejemplo, se pueden utilizar en las composiciones y métodos vectores viricos derivados de adenovirus,
viruela aviar, herpesvirus, vacunales, viruela del canario, viruela de insectos, viruela porcina, virus del Nilo occidental
y otros conocidos en le técnica. Los vectores de polinucledtidos recombinantes que codifican y expresan
componentes se pueden construir utilizando técnicas de modificacién genética de referencia que se conocen en la
técnica. Ademas, las distintas composiciones vacunales descritas en el presente documento se pueden utilizar
separadamente y en combinaciéon unas con otras. Por ejemplo, las inmunizaciones primarias de un animal pueden
utilizar construcciones recombinantes basadas en un vector, que tengan componentes de cadena simple o multiple,
seguidas por refuerzos secundarios con composiciones vacunales que comprenden virus inactivados o lineas
celulares infectadas con virus inactivadas. Otros protocolos de inmunizaciéon con las composiciones vacunales son
aparentes para los expertos en la técnica.

La divulgacion también se refiere a virus combinados que comprenden al menos un gen o segmento genémico de
un virus de la influenza y el resto de los genes o0 segmentos gendmicos de un virus de influenza diferente. Los virus
combinados se pueden producir por combinacién genética de acido nucleico de un virus de influenza donante de la
presente invencion con el acido nucleico de un virus de influenza receptor, y luego seleccionando el virus combinado
que comprende el acido nucleico del virus donante. Los métodos para producir y aislar virus combinados se
conocen bien en la técnica (Fields y col., 1996). Un virus combinado puede comprender genes o segmentos
gendémicos de un virus de influenza de un ser humano, un ave, un cerdo o un equino. Un virus combinado puede
incluir cualquier combinacion de acido nucleico del virus de influenza donante y receptor. Un virus de influenza
receptor puede ser un virus de la influenza equina.

También se pueden utilizar como composiciones vacunales, polipéptidos naturales, recombinantes o sintéticos de
proteinas viricas, y fragmentos de péptidos de los mismos. Una composicion vacunal puede comprender un
polinucleétido o un polipéptido de un virus de la influenza canina. Una composicién vacunal puede comprender un
polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en cualquiera de
las SEC ID N*®* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66,
68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la misma. El polinucleétido codifica
la secuencia de aminodacidos que se muestra en las SEC ID N*® 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30,
32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, comprende la secuencia de nucleétidos
que se muestra en las SECID N> 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, o 77, respectivamente, o una secuencia que codifica un fragmento o variante funcional
y/o inmunogénico de cualquiera de las SEC ID N*° 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48,
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50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78,. Un polinucleétido puede comprender: los Nucleétidos 1-
2271 de la SEC ID N° 3; Nucleoétidos 1-2148 de la SEC ID N° 5; Nucleoétidos 1-657 de la SEC ID N° 7; Nucledtidos 1-
1494 de la SEC ID N° 9; Nucledtidos 1-1410 de la SEC ID N° 11; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 13; Nucleétidos
1-1695 de la SEC ID N° 15; Nucledtidos 1-2271 de la SEC ID N° 19; Nucledtidos 1-2148 de la SEC ID N° 21;
Nucleétidos 1-657 de la SEC ID N° 23; Nucledtidos 1-1494 de la SEC ID N° 25; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N°
29; Nucledtidos 1-1695 de la SEC ID N° 31; Nucledtidos 1-2277 de la SEC ID N° 47; Nucledtidos 1-2271 de la SEC
ID N° 49; Nucledtidos 1-2148 de la SEC ID N° 51; Nucleétidos 1-690 de la SEC ID N° 53; Nucleétidos 1-1494 de la
SEC ID N° 55; Nucledtidos 1-1410 de la SEC ID N° 57; Nucleétidos 1-756 de la SEC ID N° 59; Nucleétidos 1-1695
de la SEC ID N° 61; Nucledtidos 1-2277 de la SEC ID N° 63; Nucledtidos 1-2271 de la SEC ID N° 65; Nucledtidos 1-
2148 de la SEC ID N° 67; Nucledtidos 1-690 de la SEC ID N° 69; Nucledtidos 1-1494 de la SEC ID N° 71;
Nucledtidos 1-1410 de la SEC ID N° 73; Nucledtidos 1-756 de la SEC ID N° 75; y Nucledtidos 1-1695 de la SEC ID
N° 77. Una composicién vacunal puede comprender un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se
muestra en cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52,
54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional y/o inmunogénico de la
misma. Una composicién vacunal puede comprender un polinucleétido o un polipéptido de un virus de la influenza
equina en la que el polinucledtido o polipéptido tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el
90%, o al menos aproximadamente el 95%, o al menos aproximadamente el 96%, o el 97%, o el 98%, o el 99% o
mas con un polinucleétido o polipéptido de la influenza canina. Los polipéptidos viricos se pueden derivar de
multiples cepas y se combinan en una composicién vacunal y se usan para vacunar un animal huésped. Por
ejemplo, se pueden combinar polipéptidos basados en la proteina HA virica de al menos dos cepas diferentes de
virus de influenza en una vacuna. Los polipéptidos pueden ser homdlogos con una cepa o puede comprender
polipéptidos hibridos o quiméricos cuya secuencia de aminoacidos se deriva de la union o ligado de polipéptidos de
al menos dos cepas distintas. Los procedimientos para preparar polipéptidos viricos se conocen bien en la técnica.
Por ejemplo, se pueden sintetizar los polipéptidos y péptidos viricos utilizando métodos de sintesis en fase solida
(Merrifield, 1963). Los polipéptidos y péptidos se pueden producir también utilizando técnicas de ADN recombinante
en el que una molécula de polinucleétido que codifica una proteina o un péptido virico se expresa en una célula
huésped, tal como una bacteria, levadura, o lineas celulares de mamiferos, y la proteina expresada se purifica
utilizando técnicas de referencia en la técnica.

Las composiciones vacunales incluyen composiciones de acido nucleico desnudo, Un acido nucleico puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina HA y/o una proteina NA de un virus de
influenza. Los métodos para la vacunacion con acido nucleico se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo,
en las Patentes de EE. UU. N*® 6.063.385 y 6.472.375. El acido nucleico puede estar en forma de plasmidos o
casete de expresion genética. El acido nucleico puede proporcionarse encapsulado en un liposoma que se
administra a una animal.

Las composiciones vacunales e inmunogenos, tales como polipéptidos y acidos nucleicos, se pueden proporcionar
en un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los compuestos y composiciones se pueden formular de
acuerdo con los métodos conocidos para preparar composiciones farmacéuticamente Utiles. Las formulaciones se
describen en detalle en varias fuentes que son bien conocidas y faciimente disponibles para los expertos en la
técnica. Por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Science by E.W. Martin, Easton Pennsylvania, Mack
Publishing Company, 192 ed., 1995, se describen formulaciones que se pueden utilizar. En general, las
composiciones se formularian de tal manera que se combine una cantidad eficaz de un inmundégeno con un vehiculo
adecuado con el fin de facilitar la administracién eficaz de la composicion. Las composiciones utilizadas pueden
estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion sélida, semisoélida y liquida,
tales como comprimidos, pildoras, polvos, soluciones liquidas, o suspensiones, supositorios, soluciones inyectables
y para infusion, y aerosoles. La forma preferida depende del modo de administracion que se pretende y la aplicacion
terapéutica. Las composiciones también incluyen preferentemente vehiculos y diluyentes convencionales
farmacéuticamente aceptables que se conocen por los expertos en la técnica. Ejemplos de vehiculos o diluyentes
para su uso con los peptidomiméticos objetivo incluyen, pero no se limitan a estos, agua, solucién salina, aceites,
incluyendo aceite mineral, etanol, dimetil sulfoxido, gelatina, ciclodextranos, estearato magnésico, dextrosa,
celulosa, azucares, carbonato calcico, glicerol, aluminio, almidén, y vehiculos y diluyentes equivalentes, o mezclas
de cualquiera de estos. Las formulaciones de un inmunégeno también pueden comprender agentes de suspension,
protectores, lubricantes, tampones, conservantes, y estabilizantes, para proporcionar la administracién de tales
dosificaciones para el tratamiento terapéutico deseado, las composiciones farmacéuticas de la invencion
comprenderan ventajosamente entre aproximadamente un 0,1% y un 45%, y especialmente 1 y 15% por peso del
inmunogeno o inmundgenos basandose en el peso de la composicion total incluyendo el vehiculo o diluyente.

La vacuna y las composiciones inmunogénicas se pueden preparar por procedimientos bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, la vacuna o inmundégenos se preparan tipicamente como inyectables, por ejemplo, soluciones liquidas
0 suspensiones. Las vacunas o inmundégenos se administran de una manera que es compatible con la dosificacion
de la formulacién, y en tal cantidad que sera terapéuticamente eficaz e inmunogénica en el receptor. Las
dosificaciones optimas y los patrones de administracion para una vacuna en particular o formulacion de
inmunogenos se pueden determinar facilmente por un experto en la técnica.
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Los péptidos y/o polipéptidos pueden proporcionarse también en forma de una construccion de péptido antigénico
multiple (MAP). La preparacion de construcciones MAP se ha descrito en Tan (1988). Las construcciones MAP
utilizan una matriz central de restos de lisina en los que se sintetizan mdltiples copias de un inmundégeno (Pont y col.,
1988). Se pueden preparar y administrar construcciones MAP muiltiples, que contienen cada una el mismo o
diferentes inmundégenos, en una composicion vacunal. Una construccion MAP se puede proporcionar y/o administrar
con uno o mas adyuvantes. Los polipéptidos de influenza también se pueden producir y administrar como
estructuras proteicas macromoleculares que comprenden uno o mas polipéptidos. La solicitud publicada de Patente
de EE. UU. US2005/009008 describe métodos para producir particulas similares a virus como una vacuna para el
virus de la influenza.

Las composiciones vacunales e inmunogénicas que se describen en el presente documento se pueden administrar a
huéspedes susceptibles, tipicamente los canidos, y mas tipicamente los perros domesticados, en una cantidad
eficaz y una manera para inducir una inmunidad protectora contra un desafio posterior o infeccion del huésped por el
virus. El animal huésped puede ser un canido. Los canidos incluyen caninos salvajes, del zoo, domésticos, tales
como lobos, coyotes y zorros. Los caninos también incluyen perros, particularmente perros domésticos tales como,
por ejemplo, perros de pura raza y/o mestizos de compaiiia, perros de exhibicion, perros de trabajo, perros pastores,
perros de caza, perros de guarda, perros policia, perros de carreras, y/o perros de laboratorio. El animal huésped
puede ser un perro domesticado, tal como un galgo Greyhound. Las vacunas o inmundégenos se pueden administrar
por via parenteral, por inyeccion, por ejemplo, sea por via subcutanea, intraperitoneal, o intramuscular. Otros modos
adecuados de administracion incluyen la administracion oral o nasal. Normalmente, las vacunas o inmundgenos se
administran a un animal al menos dos veces, con un intervalo de una o mas semanas entre cada administracion. Sin
embargo, se contemplan otros regimenes para las administraciones inicial y de refuerzo de la vacuna o
inmunoégenos, y puede depender de juicio del médico veterinario y en particular del animal huésped que se va a
tratar.

Los virus y células infectadas con virus en una formulacién vacunal pueden estar inactivados o atenuados utilizando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, los virus completos y las células infectadas se pueden inactivar o
atenuar por exposicion a paraformaldehido, formalina, beta-propiolactona (BPL), bromoetilamina (BEA), etilenimina
binaria (BEI), fenol, rayos UV, temperatura elevada, congelacién/descongelacion, sonicacion (incluyendo
ultrasonicacion), y similares. La cantidad de virus completo libre de células en una dosis vacunal puede estar en el
intervalo desde aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 4 mg, y mas habitualmente esta desde
aproximadamente 0,2 mg a aproximadamente 2 mg. La dosificacion de las formulaciones vacunales que
comprenden lineas celulares infectadas con virus contendran normalmente desde aproximadamente 10° a
aproximadamente 108 células por dosis, y mas habitualmente desde aproximadamente 5 x 10° a aproximadamente
7,5 x 10 células por dosis. La cantidad de proteina o péptido inmundgeno en una dosis para un animal puede variar
desde aproximadamente 0,1 pg a 10.000 ug, o aproximadamente 1 ug a 5.000 pg, o aproximadamente 10 pg a
1.000 pg, o aproximadamente de 25 pug a 750 pg, o aproximadamente 50 pug a 500 pg, o 100 pg a 250 pg,
dependiendo del tamano, edad, etc., del animal que recibe la dosis.

Una composicion vacunal o inmunogeénica, tal como virus o células infectadas con un virus o proteinas o péptidos
viricos, se puede combinar con un adyuvante, tipicamente justo antes de la administracion. Los adyuvantes
contemplados para su uso en las formulaciones vacunales incluyen treonin muramil dipéptido (MDP) (Byars y col.,
1987), saponina, Corynebacterium parvum, adyuvantes completo e incompleto de Freund, aluminio o una mezcla de
cualquiera de estos. Se conocen bien en la técnica una variedad de otros adyuvantes, tales como el alumbre.

La divulgacion también se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a una proteina o un péptido. Los
anticuerpos incluyen composiciones de anticuerpos policlonales o monoclonales. Preferentemente, los anticuerpos
son anticuerpos monoclonales. Se contemplan los anticuerpos completos y los fragmentos de union al antigeno de
los mismos. Por tanto, por ejemplo, los fragmentos de unién al antigeno adecuados incluyen fragmentos de
anticuerpos Fab2, Fab y Fv. Los anticuerpos se pueden marcar con un resto detectable, tal como una molécula
fluorescente (por ejemplo, fluoresceina o una enzima).

La divulgacion también se refiere a métodos y composiciones para la deteccion e identificacion de un virus de
influenza y para el diagndstico de la infeccion de un animal con un virus de la influenza. Los métodos incluyen
deteccion de la presencia de influenza canina, en una muestra biolégica de un animal. La deteccion de influenza
canina en una muestra, es util para diagnosticar la influenza canina en un animal. A su vez, esta informacion puede
proporcionar la capacidad de determinar el prondstico de un animal basandose en la distinciéon de los niveles de
influenza canina presentes en un periodo de tiempo, y puede ayudar a la selecciéon de agentes terapéuticos y
tratamientos para el animal, y ayuda al seguimiento de la terapia. EI método también proporciona la capacidad de
establecer la ausencia de influenza canina en un animal ensayado.

La capacidad para detectar la influenza canina en un animal permite evaluar los brotes de influenza canina en
diferentes localizaciones geograficas. Esta informaciéon también permite la detecciéon precoz para que los animales
infectados se puedan aislar, para limitar la diseminacion de la enfermedad, y permite la intervencion precoz de las
opciones de tratamiento. Ademas, teniendo esta informacién disponible se puede proporcionar una direccién al
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personal médico para prepararse para tratar grandes ndmeros de animales enfermos, incluyendo el acopio de
suministros médicos y, si estan disponibles, vacunas.

Un método de la presente divulgacion implica la recoleccion de una muestra bioldgica de un animal de ensayo, tales
como un canino. La muestra biolégica puede ser cualquier material biolégico, incluyendo, células, tejidos, pelo,
sangre completa, suero, plasma, aspirados del pezén, lavado pulmonar, liquido cefalorraquideo, saliva, sudor y
lagrimas.

La muestra del animal de ensayo puede venir de un animal sospechoso de tener un virus de influenza canina, tanto
si el animal muestra sintomas de la enfermedad o no. También se pueden proporcionar muestras de control o
recolectadas de animales que se sabe que estan libres de influenza canina. Se pueden proporcionar controles
adicionales, por ejemplo, para reducir los resultados falsos positivos y falsos negativos, y verificar si los reactivos del
ensayo estan detectando activamente el virus A de influenza canina.

Ademas para detectar la presencia o ausencia de influenza canina en una muestra biologica, los métodos de
deteccion pueden detectar mutaciones del virus de la influenza canina, tales como cambios en la secuencia de
acidos nucleicos, que pueden resultar del entorno, el tratamiento con farmacos, las modificaciones genéticas o
mutaciones, lesiones, cambios en la dieta, envejecimiento, o cualquier otra caracteristica(s) de un animal. Las
mutaciones también pueden causar que la influenza canina A se haga resistente a un farmaco que era eficaz
anteriormente, o capacitar al virus para infectar y propagarse en una especie de animal distinta, o un ser humano.
por ejemplo, se ha demostrado que el virus de influenza aviar A infecta otros animales y seres humanos.

En uno de los medios desvelados para detectar un virus de influenza en un animal, se facilita el diagnostico por la
recoleccion de especimenes de alta calidad, su rapido transporte a una instalacion para el ensayo, y el
almacenamiento adecuado, antes del ensayo de laboratorio. El virus se detecta mejor en especimenes que
contienen células infectadas y secreciones. Los especimenes para la deteccion directa de antigenos viricos y/o
acidos nucleicos y/o aislamiento del virus en cultivos celulares se toman durante los 3 primeros dias después de la
aparicion de los sintomas clinicos. Varios tipos de especimenes son adecuados para diagnosticar las infecciones
viricas del tracto respiratorio superior, incluyendo, pero sin limitarse a estos, torunda nasofaringea, aspirado
nasofaringeo, lavado nasal y torunda de la garganta. Ademas de las torundas, se pueden tomar muestras de tejido o
suero, y se pueden llevar a cabo también procedimientos invasivos.

Los especimenes respiratorios se pueden recolectar y transportar en 1-5 ml de medio de transporte de virus. Son
satisfactorios varios medios para recuperar una amplia variedad de virus que estan disponibles comercialmente. Los
especimenes clinicos se afiaden al medio de transporte. Las torundas nasales o nasofaringeas se pueden
transportar también en el medio de transporte de virus. Un ejemplo de un medio de transporte es 10 g de caldo de
infusién de ternera y 2 g de fraccion V de albumina bovina, afiadidos en agua destilada estéril hasta 400 ml. Se
pueden también afadir antibidticos tales como 0,8 ml de solucién de sulfato de gentamicina (50 mg/ml) y 3,2 ml de
anfotericina B (250 pg/ml). El medio se esteriliza preferentemente por filtracion. Los lavados nasales, tal como con
solucion salina estéril (0,85% NaCl), también se pueden utilizar para recolectar especimenes de los virus
respiratorios.

El suero se puede recolectar de una cantidad de 1-5 ml de sangre completa de un animal en la fase aguda, lo antes
posible tras la aparicién de los sintomas clinicos, y preferentemente no mas tarde de 7 dias. También puede
recolectarse un especimen de suero en la fase convaleciente, por ejemplo aproximadamente a los 14 dias después
de la aparicién de los sintomas. Los especimenes de suero pueden ser Utiles para detectar anticuerpos contra los
virus respiratorios en un ensayo de neutralizacion.

Las muestras se pueden recolectar de animales individuales durante un periodo de tiempo (por ejemplo, una vez al
dia, una vez a la semana, una vez al mes, bianualmente o anualmente). La obtencion de numerosas muestras de un
animal individual, durante un periodo de tiempo, se puede utilizar para verificar los resultados de las detecciones
anteriores, y/o para identificar la respuesta o resistencia a un tratamiento especifico, por ejemplo, un farmaco
terapéutico determinado.

Los métodos desvelados se pueden utilizar para detectar la presencia de uno o mas agentes patoldgicos en una
muestra de ensayo de un animal, y el nivel de cada agente patologico. Se puede utilizar cualquier método para
detectar un agente patégeno, incluyendo, pero sin limitarse a estos, ensayos de anticuerpos incluyendo ensayos de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), ensayos de anticuerpos fluorescentes indirectos (IFA), hemaglutinacion
y ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), y transferencia de Western. También se pueden utilizar métodos
de cultivo celular. Los cultivos positivos pueden identificarse ademas utilizando inmunofluorescencia de los cultivos
celulares o ensayo HI del medio de cultivo celular (sobrenadante).

Ademas, se pueden utilizar métodos para detectar acidos nucleicos (ADN o ARN) o proteinas. Tales métodos

incluyen, pero no se limitan a estos, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y ensayos (RT) PCR de
transcriptasa inversa y ensayos en tiempo real, y ensayos de nucleasa cuantitativa. Hay kits de ensayo disponibles
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comercialmente para llevar a cabo estos ensayos. Por ejemplo, QIAGEN (Valencia, CA) vende un kit RT-PCR en
una etapa, y un kit de extraccion de ARN virico.

El método puede utilizar un anticuerpo especifico para un virus o proteina virica. Se puede utilizar un anticuerpo
especifico para la proteina HA. Se puede utilizar un anticuerpo especifico para una proteina NP. Una muestra
adecuada, tal como de la region nasal o nasofaringea, se obtiene de un animal y el virus o la proteina virica se aisla
de la misma. Los componentes viricos se seleccionan entonces por unién de un anticuerpo especifico con una
proteina tal como HA o NP, de un virus de la invencidon. Una muestra de suero (u otro anticuerpo que contiene la
muestra) se puede obtener de un animal y el suero se selecciona por la presencia de anticuerpo que se une a una
proteina de un virus. Por ejemplo, se puede llevar a cabo un ensayo ELISA donde las paredes de la placa tienen
proteina HA y/o NP, o un fragmento de péptido de las mismas unidas a la pared. La pared de la placa se pone en
contacto entonces con suero o el anticuerpo del animal de ensayo. La presencia de anticuerpo en el animal que se
une especificamente a la proteina HA y/o NP es indicativa que el animal de ensayo esta infectado o habia estado
infectado con un virus de influenza.

La presencia de un agente patolégico se puede detectar determinando la presencia o ausencia de anticuerpos
contra el agente, en una muestra bioldgica. Puede pasar algin tiempo (por ejemplo, meses) después de que un
animal se haya infectado antes de que se puedan detectar anticuerpos en un ensayo sanguineo. Una vez formados,
los anticuerpos normalmente persisten durante muchos afios, incluso después de un tratamiento satisfactorio de la
enfermedad. Encontrar anticuerpos contra la influenza canina A puede no indicar si la infeccién era reciente, o de
algun momento en el pasado.

El ensayo de anticuerpos también se puede hacer en fluido(s). Los ensayos de anticuerpo incluyen ensayos de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), ensayos de anticuerpo fluorescente indirectos (IFA), y transferencia de
Western. Preferentemente, el ensayo de anticuerpo se hace utilizando ensayos multiples, por ejemplo ELISA o IFA
seguidos por transferencia de Western. Los ensayos de anticuerpos se pueden hacer en un proceso de dos etapas,
utilizando o bien un ELISA o un ensayo IFA, seguido por transferencia de Western. ElI ELISA se considera un ensayo
mas fiable y preciso que IFA, pero IFA se puede utilizar si no esta disponible el ELISA. La transferencia de Western
(que es un ensayo mas especifico) también se puede hacer en todos los animales, particularmente los que han dado
positivos o los positivos dudosos (equivocos) en un ensayo ELISA o IFA.

Otros ensayos basados en anticuerpos que se pueden utilizar para la deteccion del virus de la influenza incluyen
ensayos de inhibicién de la hemaglutinacion. La actividad de hemaglutinacion se puede detectar en una muestra
biolégica de un animal, utilizando glébulos rojos de pollo o pavo como describen Burleson y col., (1992) y Kendal y
col., (1982). Un virus de influenza o una proteina HA o péptido, se puede poner en contacto con una muestra de
ensayo que contiene suero o anticuerpo. Luego, se afiaden gldbulos rojos (RBC) de un animal, tal como un ave. Si
esta presente el anticuerpo anti HA, el RBC no se aglutinara. Si no esta presente el anticuerpo contra HA, el RBC se
aglutinara en presencia de HA. Se conocen variaciones y modificaciones de los ensayos de inhibicion de la
hemaglutinacion en la técnica.

La infecciéon de un animal también se puede determinar por aislamiento del virus a partir de una muestra, tal como
una torunda nasal o nasofaringea. El aislamiento virico se puede llevar a cabo utilizando métodos de referencia, que
incluyen el cultivo celular y la inoculacién en embrion de pollo.

Se puede utilizar un ensayo basado en acido nucleico para la deteccion de un virus. Se puede obtener una muestra
de acido nucleico de un animal y el acido nucleico se somete a una PCR utilizando los cebadores que generaran un
producto de amplificacion si el acido nucleico contiene una secuencia especifica de un virus de influenza de la
presente invencion. Se puede utilizar una RT-PCR en un ensayo para el virus objetivo. Se puede utilizar una RT-
PCR en tiempo real para ensayar un virus de influenza. Los métodos PCR, RT-PCR y PCR en tiempo real se
conocen en la técnica y se han descrito en las Patentes de EE. UU. N* 4.683.202; 4.683.195; 4.800.159; 4.965.188;
5.994.056; 6.814.934; y en Saiki y col. (1985); Sambrook y col. (1989); Lee y col. (1993); y Livak y col. (1995). El
ensayo PCR puede utilizar oligonucledtidos especificos para un gen de matriz (MA) y/o un gen HA de influenza. El
producto de amplificacion también se puede secuenciar para determinar si el producto tiene una secuencia del virus
de influenza de interés. Se pueden utilizar otros ensayos basados en acidos nucleicos para detectar y diagnosticar la
infeccion virica por un virus. Se puede someter una muestra que contiene un acido nucleico a una amplificacion
basada en PCR utilizando cebadores directos e inversos donde los cebadores son especificos para un polinucleétido
0 una secuencia genética viricos. Si el acido nucleico en la muestra es ARN, entonces se puede llevar a cabo una
RT-PCR. Para la PCR en tiempo real se utiliza una sonda detectable con los cebadores.

Se conocen grupos de cebadores especificos para el gen de hemaglutinina (HA) para muchos virus de influenza
circulantes y estan desarrollandose continuamente. El genoma del virus de influenza es un ARN monocatenario, y se
debe hacer una copia de ADN (ADNCc) utilizando una transcriptasa inversa (RT) polimerasa. La amplificacion del
genoma ARN, utilizando por ejemplo RT-PCR, necesita un par de oligonucleétidos cebadores, tipicamente
designados basandose en la secuencia de HA conocida de subtipos A de influenza y de neuraminidasa (NM)-1. Los
cebadores se pueden seleccionar tal que amplificaran especificamente el ARN de un subtipo de virus solamente.
Los ADN generados utilizando los cebadores especificos de subtipo se pueden analizar posteriormente por técnicas
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genéticas moleculares tales como secuenciacion. El ensayo se ejecuta preferentemente con un control positivo o se
confirman los productos secuenciando y comparandolos con secuencias conocidas. La ausencia de los productos
PCR diana (es decir, un resultado “negativo”) puede que no descarte la presencia del virus. Los resultados tienen
que estar disponibles en pocas horas sea desde torundas clinicas o cultivos celulares infectados. Los ensayos PCR
y RT-PCR para el virus de influenza A han sido descritos por Fouchier y col., 2000 y Maertzdorf y col., 2004.

La divulgacion también se refiere a métodos para seleccionar compuestos o farmacos que tienen actividad antivirica
contra un virus. Las células infectadas con un virus se puede poner en contacto con un compuesto de ensayo o
farmaco. Se determina entonces la cantidad de virus o la actividad virica después del contacto. Estos compuestos o
farmacos que muestran actividad antivirica se pueden seleccionar para posteriores evaluaciones.

La divulgacion también se refiere a células aisladas infectadas con el virus de influenza. La célula puede ser una
célula canina, tal como células epiteliales renales.

La divulgacion también se refiere a células transformadas con un polinucleétido. Preferentemente, la secuencia de
polinucleétidos se proporciona en una construccion de expresion. Mas preferentemente, la construccion de
expresion proporciona la sobre-expresion en la célula de un polinucleétido unido operativamente. La célula se puede
trasformar con una secuencia de polinucleétidos que comprende una secuencia que codifica la secuencia de
aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional de la
misma. La célula se puede transformar con un polinucleétido que codifica la secuencia de aminoacidos que se
muestra en las SEC ID N*® 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60,
62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 0 78, o que comprende la secuencia de nucleétidos que se muestra en las SEC ID N*®
1,3,5,7,9, 11,13, 15,17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 0 77,
respectivamente, o una secuencia que codifica un fragmento o variante funcional de SEC ID N°° 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78. La
divulgacion se refiere a células transformadas con una secuencia de polinucleétido que comprende la secuencia de
nucledtidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N*° 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31,
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 0o 77, o un fragmento o variante, incluyendo una variante
degenerada, de cualquiera de las SEC ID N*® 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53,
55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,69, 71,73, 75,0 77.

La célula transformada puede ser una célula eucariota, por ejemplo, una célula vegetal, incluyendo protoplastos, o la
células transformada puede ser una células procariota, por ejemplo, una célula bacteriana tal como E. coli o B.
subtilis. Las células animales incluyen células humanas, células de mamifero, células parcialmente caninas, células
aviares, y células de insectos. Las células vegetales incluyen, pero no se limitan a estas, células de dicotiledéneas,
monocotileddneas, y células de coniferas.

La divulgacion se refiere a plantas, incluyendo plantas transgénicas que expresan y producen proteina virica o
polipéptidos. Se contemplan plantas, tejidos vegetales, y células vegetales se transforman con o se cruzan para que
contengan un polinucledtido. Las plantas se puede utilizar para producir composiciones vacunales de influenza y las
vacunas se pueden administrar por medio del consumo de la planta (véase, por ejemplo, Patente de EE. UU. N°°
5.484.719 y 6.136.320).

La divulgacion también se refiere a kits para detectar un virus o diagnosticar una infeccion por un virus. Un kit puede
comprender un anticuerpo que se una especificamente a un virus de influenza, o una porcién antigénica del mismo.
Un kit puede comprender uno o mas polipéptidos o péptidos. Los polipéptidos pueden tener una secuencia de
aminoacidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N* 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
33, 34, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, o 78, o un fragmento o variante funcional y/o
inmunogénico de la misma. Un kit puede comprender uno o mas polinucleétidos u oligonucleotidos. Los
polinucleétidos pueden tener una secuencia de nucleétidos que se muestra en cualquiera de las SEC ID N*° 1, 3, 5,
7,9, 11,13, 15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75,0 77, 0 un
fragmento o variante de la misma. Opcionalmente un kit puede comprender uno o mas anticuerpos de control,
polipéptidos o péptidos de control, y/o polinucledtido u oligonucleétido de control. El anticuerpo, polipéptidos,
péptidos, polinucledtidos y/u oligonucledtidos del kit se pueden proporcionar en un contenedor o envase adecuado.

La divulgacion también se refiere al uso de perros mestizos como modelo para la infeccion y la patogénesis del virus
de influenza. Se puede inocular a un perro mestizo con un virus de influenza, tal como un virus de influenza canina.
Opcionalmente, al perro mestizo se le pueden administrar agentes terapéuticos posteriormente a la inoculacion. Al
perro también se le puede administrar una composiciéon para generar una respuesta inmunitaria contra el virus de
influenza antes de la inoculaciéon del virus. Se pueden obtener tejido, sangre, suero y otras muestras bioldgicas
antes y/o después de la inoculacion y examinarse la presencia de virus y la patogénesis en el tejido utilizando
métodos conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a estos, PCR, RT-PCR, secuenciacion de acido
nucleico, e inmunohistoquimica.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2496315713

Las cepas de virus de influenza (designados como "A/canine/Florida/43/2004" y "A/canine/Florida/242/ 2003") se
depositaron en la Coleccion de cultivos tipo americana (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, el 9 de
octubre de 2006. Las cepas de virus de influenza (designadas como "canine/Jax/05" y "canine/Miami/05"), se
depositaron en la Coleccion de cultivos tipo americana (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, el 17 de
octubre de 2006. Las cepas viricas se han depositado bajo condiciones que aseguran que el acceso a los cultivos
estara disponible durante la pendencia de esta solicitud de patente para el Comisionado de Patentes y Marcas que
se intitula bajo las disposiciones 37 CFR 1.14 and 35 U.S.C. 122. El depdsito estara disponible a requerimiento de
las leyes de patente extranjeras en paises donde se presenten equivalentes de la solicitud objetivo o su progenie.
Sin embargo, se deberia entender que la disponibilidad de un depdsito no constituye un permiso para practicar el
objetivo de la invencién en derogacion de los derechos de patente garantizados por la accién gubernamental.

Ademas, los virus objetivo depositados se almacenaran y estaran disponibles para el publico de acuerdo con las
estipulaciones de Tratado de Budapest para el Depdsito de Microorganismos, es decir, que se almacenara con todo
el cuidado necesario para mantenerlo viable y sin contaminar durante un periodo de al menos cinco afios después
del requerimiento de suministro mas reciente de una muestra del depdsito, y en cualquier caso, durante un periodo
de al menos treinta (30) afios después de la fecha del depdsito o por la vida aplicable de cualquier patente que
pueda publicarse que desvela el cultivo. El depositario reconoce la obligacion de remplazar el depédsito cuando el
depositario sea incapaz de suministrar una muestra cuando se le requiera, debido a la condicién del depdsito. Todas
las restricciones sobre la disponibilidad publica del depdsito del cultivo objeto seran retiradas irrevocablemente en
garantia de una patente que la desvela.

La Tabla 57 ilustra las similitudes entre las secuencias de aminoacidos codificadas por los genes de hemaglutinina
(o “HA”), neuraminidasa (o “NA”), y nucleoproteina (“NP”) del virus de la influenza canina identificado como
Al/canine/Florida/ 43/2004 (Ca/ Fla/43/04) con aislados equinos H3N8, asi como el aislado canine/Florida/242/ 2003.

En tanto que los siguientes ejemplos relatan la materia objeto de las reivindicaciones, tales son ilustrativos de la
presente invencion. Por otra parte, los ejemplos se proporcionan solamente con fines informativos.

MATERIALES Y METODOS PARA LOS EJEMPLOS 1-6

Recoleccién de sangre y torundas nasales de galgos Greyhounds

Se recolectaron muestras de sangre en fase aguda y convaleciente por venopuncién yugular de galgos Greyhounds
clinicamente normales y enfermos en perreras de carreras que habian experimentado brotes de enfermedad
respiratoria. Las muestras de fase convaleciente se recogieron de 4 a 12 semanas después de las muestras en fase
aguda. Se extrajo el suero y se almacend a -80 °C. Las torundas nasales se recolectaron y se colocaron en medio
de transporte Amies con carbon vegetal (Becton Dickinson Biosciences) en espera de someterlas a aislamiento
bacteriano.

Examen post-mortem de los galgos Greyhounds

Se llevaron a cabo los examenes post-mortem completos en el Servicio de Anatomia Patolégica de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Florida (UF CMV) en 5 de los 8 galgos Greyhounds que murieron en el
brote de enero de 2004 en el canédromo de Florida. El examen post-mortem de otro perro se llevé a cabo en una
clinica veterinaria privada con remision de tejidos a la UF CMV para el diagndstico histopatoldgico. Los tejidos se
fijaron en formalina tamponada neutra al 10%, se embebieron en parafina, y se tifieron secciones de 5 ym con
hematoxilina eosina para el diagndstico histopatoldgico o bien se procesaron para inmunohistoquimica como se
describe posteriormente. Los tejidos sin fijar se sometieron a cultivo bacteriano y también se almacenaron a -80 °C.

Ensayos serolégicos de los patégenos viricos respiratorios caninos

Muestras emparejadas de suero en fase aguda y convaleciente se remitieron al Laboratorio de Diagnéstico de Salud
Animal (AHDL) de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Cornell para los ensayos de
neutralizacion del suero contra virus de moquillo canino, adenovirus tipo 2, y virus de parainfluenza. Los titulos de
anticuerpos se expresaron como la ultima dilucién de suero que inhibia la infeccién virica de cultivos celulares. La
seroconversion, que se define como un aumento del titulo de anticuerpos de > 4 veces el titulo de anticuerpos entre
la muestra aguda y la convaleciente, indicaba la infeccion virica. No se detectd ninguna seroconversion en estos
patégenos viricos.

Ensayos microbianos de patégenos bacterianos respiratorios caninos

Parejas de torundas nasales y tejidos post-mortem se remitieron al Servicio de Diagnostico Clinico
Microbioldgico/Parasitolégico/Seroldgico de la UF CMV para el aislamiento e identificacion bacteriana. Las muestras
se cultivaron en medios no selectivos asi como en medios selectivos para especies de Bordetella (Regan-Lowe;
Remel) y especies de Mycoplasma (Remel). Todos los cultivos se mantuvieron durante 21 dias antes de informar de
crecimiento negativo. Las torundas nasales de algunos galgos Greyhounds se remitieron también al departamento
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de diagnostico de medicina/patobiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Estatal de Kansas
para su cultivo bacteriano. De los 70 perros clinicamente enfermos ensayados, se aislé Bordetella bronchiseptica de
la cavidad nasal de 1 perro, mientras que se recuperé Mycoplasma spp. de la cavidad nasal de 33 perros. Se
recuper6 Pasteurella multocida cominmente de la cavidad nasal de perros con descarga purulenta nasal. Dos de los
perros que habian muerto en el brote de enero de 2004 tenian escaso crecimiento de Escherichia coli en los
pulmones post-mortem, un perro tenia escaso crecimiento de E. coli y Streptococcus canis, y otro tenia escaso
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y una levadura. No se aislé ni Bordetella bronchiseptica ni Mycoplasma de
la traquea o pulmones de los perros que murieron.

Aislamiento de virus en los tejidos post-mortem

Los tejidos congelados se descongelaron y se homogenizaron en 10 volimenes de medio minimo esencial (MEM)
suplementado con un 0,5% de seroalbumina bovina (BSA) y antibidticos. Los desechos solidos se retiraron por
centrifugacion y los sobrenadantes se inocularon en cultivos celulares o en embriones de pollo de 10 dias de edad.
Los homogenados de tejido de los galgos Greyhounds que murieron se inocularon en diversos cultivos celulares que
soportaban la replicacion de un amplio intervalo de patégenos viricos. Los cultivos celulares incluian Vero (células
epiteliales de mono verde africano, ATCC N° CCL-81), A-72 (fibroblastos tumorales caninos, CRL-1542), HTR-18
(células epiteliales de recto humano, CRL-11663), MDCK (células epiteliales de rifién canino, CCL-34), células
epiteliales de rifidn canino primarias (AHDL, Universidad de Cornell), células epiteliales de pulmén canino primarias
(AHDL), y células testiculares bovinas primarias (AHDL). Las células MDCK y HRT se cultivaron en MEM
suplementado con 2,5 ug/ml de tripsina tratada con TPCK (Sigma); el resto de lineas celulares se cultivaron en MEM
suplementado con un 10% de suero fetal bovino y antibicticos. Las células se cultivaron en matraces de 25 cm® a 37
°C en una atmoésfera humidificada con un 5% de CO,. Un cultivo de control se inocul6 con el MEM suplementado.
Los cultivos se observaron diariamente para ver cambios morfolégicos y se recolectaron a los 5 dias tras la
inoculacion. Los fluidos recolectados y las células se clarificaron por centrifugacion y se inocularon en células
nuevas como se describié para la inoculacion inicial; se llevaron a cabo dos pasajes ciegos. Se determind la
actividad de hemaglutinacion en los sobrenadantes clarificados utilizando gldbulos rojos de pollo o pavo como se
habia descrito (Burleson y col., 1992; Kendal y col., 1982).

RT-PCR, secuenciacién de nucledtidos, y analisis filogenéticos

Se extrajo el ARN total del sobrenadante del cultivo tisular o fluido alantoideo utilizando el kit RNeasy (Qiagen,
Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante. EI ARN total (10 ng) se transcribié inversamente a ADNc
utilizando el kit RT-PCR de una etapa (Qiagen, Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante. Se realizé la
amplificacion PCR de la region codificante de 8 genes de virus de la influenza como se habia descrito anteriormente
(Klimov y col., 1992a), utilizando grupos de cebadores especificos del gen universales. Las amplificaciones de ADN
resultantes se utilizaron como matrices para la secuenciacion automatica en un secuenciador automatico de ADN
Applied Biosystems 3100 utilizando un terminador quimico de secuenciacidon ciclica con tincion (ABI). Las
secuencias de nucledtidos se analizaron utilizando el GCG Package®©, Version 10.0 (Accelyrs) (Womble, 2000). Se
utilizé el Phylogeny Inference Package®© Version 3.5 para estimar la filogenia y calcular los valores bootstrap de las
secuencias de nucleotidos (Felsenstein, 1989). Los arboles filogenéticos se compararon con los generados en el
analisis de union de vecinos con el modelo gamma de Tamura-Nei implementado en el programa MEGA® (Kumar y
col., 2004) y confirmado por el programa PAUP® 4.0 Beta (Sinauer Associates).

Inoculacién experimental de perros

Se utilizaron cuatro beagles libres de patdgenos de 6 meses de edad [(2 machos y 2 hembras (Liberty Research)].
La exploracion fisica y los ensayos de sangre basicos incluyendo el recuento celular sanguineo completo/diferencial,
el panel bioquimico sérico, y el analisis de orina determinaron que los animales estaban sanos. Se alojaron juntos en
unas instalaciones mejoradas BSL-2 acreditadas por la Asociacion para la Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de
Animales de Laboratorio. Se registraron las temperaturas rectales basicas dos veces al dia durante 7 dias. Los
perros se anestesiaron por inyeccion intravenosa de propofol (Diprivan®, Zeneca Pharmaceuticals, 0,4 mg/kg de
peso corporal hasta efecto) para la intubacién con tubos endotraqueales. A cada perro se le inoculd una dosis total
de 10%° de dosis infecciosa de cultivo celular media (TCIDso) de virus A/Canine/Florida/43/2004 (Canine/FL/04)
(H3N8) con la mitad de la dosis administrada en la traquea distal por medio del tubo endotraqueal y la otra mitad se
administré en la profundidad de la fosa nasal por medio de un catéter. Se realizaron exploraciones fisicas y registros
de la temperatura rectal dos veces al dia durante 14 dias tras inoculacion (p.i.). Se recolectaron muestras de sangre
(4 ml) por venopuncion yugular los dias 0, 3, 5, 7, 10, y 14 p.i. Los especimenes nasales y orofaringeos se
recolectaron con torundas de poliéster (Fisher Scientific) de cada perro los dias 0 to 5, 7, 10, y 14 p.i. Las torundas
se colocaron en medio de transporte virico (Remel) y se almacenaron a -80 °C. Se eutanasiaron dos perros (1
macho y 1 hembra) por inoculacion intravenosa de solucion Beuthanasia-D® (1 ml/5 kg de peso corporal; Schering-
Plough Animal Health Corp) el dia 5 p.i. y los restantes 2 perros el dia 14 para el examen post-mortem. Los tejidos
se procesaron para los analisis histolégicos como se ha descrito. Los tejidos para los cultivos viricos se almacenaron
a -80 °C. Este estudio se aprobd por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de
Florida.
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Supresidn virica de los perros inoculados experimentalmente

Las diluciones seriadas de los homogenados pulmonares y los extractos de las torundas, preparados por
clarificacion del medio de transporte de las torundas por centrifugacion, se agruparon en MEM suplementado con
0,5% de BSA y antibioticos. Se llevaron a cabo ensayos de placa que se habian descrito (Burleson y col., 1992)
utilizando monocapas de células MDCK en placas de cultivo tisular de 6 pocillos. Las monocapas celulares
inoculadas se cubrieron con MEM suplementado que contenia 0,8% de agarosa y 1,5 ug/ml de tripsina-TPCK. Las
células se cultivaron durante 72 horas a 37 °C en atmésfera humidificada que contenia un 5% de CO; antes de su
fijacién y tincidon con cristal violeta. La concentracion de virus se expresé como unidades formadoras de placas
(UFP) por gramo de tejido o por torunda.

Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido pulmonar desparafinadas y rehidratadas de 5 um de los galgos Greyhounds y beagles se
montaron en portaobjetos Bond-Rite™ (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI) y posteriormente se trataron con
proteinasa K (DakoCytomation, Carpenteria, CA) seguido del tratamiento con reactivo de bloqueo peroxidasa
(Dako® EnVision™ Peroxidase Kit, Dako Corp.). Las secciones se incubaron con diluciones 1:500 de anticuerpos
monoclonales de virus de moquillo canino (VMRD, Inc.), adenovirus tipo 2 (VMRD, Inc.), virus de la parainfluenza
canina (VMRD, Inc.), o influenza A H3 (Chemicon International, Inc.) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
controles incluian la incubacion de las mismas secciones con IgG de ratén (1 mg/ml, Serotec, Inc.), e incubacion de
los anticuerpos monoclonales con secciones de pulmén canino normal. A continuacién del tratamiento con los
anticuerpos primarios, las secciones se incubaron con una inmunoperoxidasa secundaria y reactivos sustrato de
peroxidasa (Dako® EnVision™ Peroxidase Kit, Dako Corp.) segun las instrucciones del fabricante. Las secciones se
contra-tifieron con hematoxilina, se trataron con Clarifier n°2 y Reactivo Bluing (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo,
MI), se deshidrataron, y se aplicaron los cubreobjetos con Permount (ProSciTech).

Ensayo de inhibicion de hemaglutinacion (HI)

Las muestras de suero se incubaron con la enzima destructora de receptor (RDE, Denka) (1 parte de suero: 3 partes
de RDE) durante 16 horas a 37 °C antes de la inactivacion por calor durante 60 minutos a 56 °C. El virus de
influenza A/Canine/FL/04 (H3N8) se cultivd en células MDCK durante 36-48 h a 37 °C. Los sobrenadantes de los
cultivos viricos se recolectaron, se clarificaron por centrifugacion, y se almacenaron a -80 °C. El ensayo Hl se llevo a
cabo como se habia descrito anteriormente (Kendal, y col., 1982). En resumen, 4 unidades hemaglutinantes del
virus en 25 pl se afadieron a un volumen igual de suero diluido seriadamente en pocillos microtiter y se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié un volumen igual de eritrocitos de pavo 0,5% (v/v) y se
estimaron los titulos de hemaglutinacion visualmente tras 30 minutos. El punto final del titulo de HI se defini6 como
la dltima dilucion de suero que inhibia completamente la hemaglutinacion. Se definié la seroconversion como el
aumento de > 4 veces del titulo de HI entre las muestras aguda y convaleciente. La seropositividad de una Unica
muestra se definié como un titulo de anticuerpos HI > 1:32.

Ensayo de microneutralizaciéon (MN)

Se detectaron las respuestas de neutralizacion de los anticuerpos del suero frente a A/Canine/FL/04 (H3N8) por
medio del ensayo MN como se habia descrito anteriormente (Rowe y col., 1999) excepto en que los sueros caninos
que se trataron con RDE como se ha descrito anteriormente antes del ensayo. El punto final de titulo se definié
como la dilucion mas alta del suero que dio el 50% de neutralizacion de 100 TCIDso de virus. Se definio la
seroconversion como el aumento de > 4 veces del titulo MN entre la pareja de muestras convaleciente y aguda. La
seropositividad de una Unica muestra se definié como un titulo de MN > 1:80.

A continuacién los ejemplos ilustran los procedimientos para la practica de la invencion y la divulgacion que la
acompafia. Estos ejemplos no se tienen que tomar como limitantes. Todos los porcentajes son por peso y todas las
proporciones de mezclas de disolventes son por volumen, a menos de que se indique otra cosa.

Ejemplo 1

En enero de 2004, se produjo un brote de enfermedad respiratoria en 22 galgos Greyhounds de carreras alojados en
dos perreras en el canédromo de Florida y la granja local que suministraba los perros a estas perreras. Habia
aproximadamente 60 perros en cada edificio de las perreras y 300 perros en la granja. El brote se produjo en un
periodo de 6 dias tras el cual no se identificaron nuevos casos. Catorce de los 22 perros tenia fiebre de 39,5 a 41 °C,
una tos leve con arcadas durante 10 a 14 dias, y recuperacion eventual. De los 8 perros restantes, 6 perros
aparentemente sanos murieron inesperadamente con hemorragia por la boca y la nariz. Los otros dos perros se
eutanasiaron a las 24 horas de la aparicion de hemorragia por la boca debido a su rapido deterioro. Ambos perros
tenian fiebre de 41 °C. Cuatro de las 8 muertes se produjeron en los edificios de las perreras y cuatro en la granja. El
cincuenta por ciento de las muertes se produjeron el dia 3 del brote. Los 22 perros variaban de edad entre 17 meses
a 4 afos, pero el 73% tenian de 17 a 33 meses de edad.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2496315713

Eran evidentes dos sindromes clinicos: una enfermedad mas leve caracterizada por fiebre inicial y luego tos durante
10-14 dias (14 perros) con recuperacion posterior, o0 muerte peraguda asociada con hemorragia en el tracto
respiratorio (8 perros con una tasa de mortalidad de 36%). Se llevaron a cabo los examenes post-mortem en 6 de
los 8 casos fatales. Todos los perros tenian hemorragia masiva en los pulmones, mediastino, y cavidad pleural. El
examen histoldgico del tracto respiratorio reveld que ademas de la hemorragia pulmonar, todos los perros tenian
traqueitis, bronquitis, bronquiolitis, y bronconeumonia supurativa (Figura 3). El revestimiento epitelial en estos tejidos
y la luz de las vias aéreas estaban infiltrados con neutréfilos y macréfagos. Los homogenados pulmonares
preparados de estos perros se inocularon en una variedad de lineas celulares humanas, de mono, bovina y canina,
para el cultivo de los virus. El homogenado pulmonar de un perro produjo efectos citopaticos en células epiteliales de
rindn canino Madin-Darby (MDCK) cultivadas en presencia de tripsina, y el sobrenadante del cultivo aglutinaba
glébulos rojos de pollo. Se proporciond una prueba preliminar de virus de influenza tipo A por un ELISA comercial
para deteccion de nucleoproteina de virus de influenza A y B, y por analisis PCR utilizando cebadores especificos
del gen de la matriz de virus de la influenza A. Ademas, la actividad de hemoaglutinacion se inhibié por antisuero de
referencia para la influenza A equina subtipo H3, pero no por el antisuero especifico para la influenza A humana
subtipos H1-H11 y H13 (Tabla 3). Para caracterizar las propiedades moleculares del virus, los inventores
determinaron las secuencias de nucleétidos de los 8 segmentos ARN del genoma virico. Las comparaciones de
secuencia con los genes de virus de influenza conocidos y analisis filogenético indicaron que los 8 genes del aislado
canino eran similares a los virus contemporaneos de la influenza A equina (H3N8), con los que comparte > 96-97%
de identidad de secuencia (Figura 1 A, Tabla 4). Por el contrario, los genes representativos de aislados de influenza
A aviar, porcina y humana tenian < 94% de identidad con el aislado canino (Tabla 4). Estos datos identificaron el
aislado canino A/Canine/ Florida/ 43/ 2004 (Canine/FL/04) como virus de influenza H3N8 estrechamente relacionado
con los linajes contemporaneos de virus de influenza equina. Como todos los genes del aislado canino tenian su
origen en el virus de influenza equina, los inventores concluyeron que el genoma completo de un virus de influenza
equino se habia transmitido al perro.

Ejemplo 2

Para investigar el papel del virus Canine/FL/04 en las observaciones clinicas y patolégicas en los galgos
Greyhounds, los inventores llevaron a cabo una tinciéon inmunohistoquimica (IHC) de los tejidos de pulmén utilizando
un anticuerpo monoclonal contra la influenza A H3. El antigeno virico H3 se detectaba consistentemente en el
citoplasma de las células epiteliales bronquiales y bronquiolares, células epiteliales de glandulas bronquiales y
macrofagos de la luz de las vias aéreas y espacios alveolares (Figura 2 A). Estos datos apoyan un diagnéstico de
infeccion por virus de influenza del subtipo H3 en multiples perros.

Ejemplo 3

Para determinar la implicacion de un virus similar al Canine/FL/04 en la etiologia del brote de enfermedad
respiratoria, los inventores analizaron suero emparejado agudo y convaleciente de 11 perros enfermos y 16
contactos asintomaticos por inhibicion de hemaglutinacion (HI) y microneutralizaciéon (MN). La seroconversion,
definida como el aumento de > 4 veces el titulo de anticuerpos contra Canine/FL/04 desde la fase aguda a la
convaleciente, se produjo en 8 de los 11 (73%) perros enfermos en ambos ensayos (Tabla 1). La seroconversion se
produjo en 6 de 16 (38%) contactos asintomaticos en el ensayo HI, mientras que 8 de 16 (50%) presentaban
seroconversion en el ensayo MN (Tabla 1). Los datos de seroconversion demostraban la infeccion de los peros con
un virus similar a Canine/FL/04 lo que coincidia temporalmente con la apariciéon de la enfermedad respiratoria en la
mayoria de los animales.

Se recogieron muestras unicas de suero 3 meses después del brote de 46 perros asintomaticos adicionales alojados
con los perros enfermos. De estos, 43 (93%) eran seropositivos en ambos ensayos. Para el total de la poblacién de
73 perros ensayados, el 93% eran seropositivos en ambos ensayos, incluyendo el 82% (9/11) de perros enfermos y
el 95% (59/62) de los contactos sanos. La alta seroprevalencia en perros sin historia de enfermedad respiratoria
indica que la mayoria de las infecciones con virus de la influenza canina son subclinicas y sugieren una
diseminacion eficaz del virus entre los perros. No se sabe si las infecciones subclinicas contribuyen a la
diseminacion del virus.

Ejemplo 4

Para entender mejor la capacidad del virus Canine/FL/04 para infectar perros, se inocularon cada uno de cuatro
beagles de 6 meses de edad criados para estos fines, con 10°® dosis infecciosas medias de cultivo tisular (TCIDso)
por las rutas intratraqueal e intranasal. Todos los perros desarrollaron fiebre (temperatura rectal > 39 °C) a los dos
dias tras la inoculacién (p.i.) pero ninguno mostré sintomas respiratorios tales como tos o descarga nasal durante un
periodo de observacion de 15 dias. Se examind la eliminacién del virus por cuantificacion del virus en torundas nasal
y orofaringeas. Solo 2 de los 4 perros eliminaban cantidades detectables de virus. Un perro eliminaba virus los dias
1y 2 p.i. (1,0-2,5 log1o UFP por torunda), mientras que el otro perro eliminaba virus durante 4 dias consecutivos tras
la inoculacion (1,4-4,5 logio UFP por torunda). El examen post-mortem de 2 perros el dia 5 p.i. revelaron traqueitis
necrotizante e hiperplasica, bronquitis y bronquiolitis similar a la encontrada en la enfermedad espontanea en galgos
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Greyhounds, pero no habia hemorragia pulmonar ni bronconeumonia. El antigeno virico H3 se detectd en el
citoplasma de las células epiteliales de bronquios, bronquiolos, y glandulas bronquiales por IHC (Figura 2B). Se
recupero virus infeccioso del tejido pulmonar de uno de los perros. El examen post-mortem de los restantes 2 perros
el dia 14 p.i. mostraba cambios histoldgicos minimos en los tejidos respiratorios, ni antigeno virico H3 por IHC, ni se
recupero virus los homogenados de pulmén. La seroconversion en estos 2 Ultimos perros se detectd en ensayos MN
el dia 7 p.i.,, con un aumento de mas de 2-3 veces en los titulos de anticuerpo el dia 14. Estos resultados
establecieron la susceptibilidad de los perros a la infecciéon por Canine/FL/04, como se evidencié por la respuesta
febril, la presencia de antigeno virico y los virus infecciosos en el parénquima pulmonar, los hallazgos
histopatologicos tipicos de influenza, y la seroconversion. El fallo de reproducir la enfermedad grave y la muerte en
los beagles inoculados experimentalmente no es sorprendente debido a la gran proporcién de galgos Greyhounds
infectados naturalmente que eran asintomaticos.

Ejemplo 5

Para investigar si un virus de influenza similar a Canine/FL/04 habia circulado entre las poblaciones de galgos
Greyhounds en Florida antes del brote de enero de 2004, se ensayaron sueros de archivo de 65 galgos Greyhounds
de carreras para detectar la presencia de anticuerpos contra Canine/FL/04 utilizando ensayos HI y MN. No habia
anticuerpos detectables en las muestras de 33 perros desde 1996 a 1999. De 32 perros que se muestrearon entre
2000 y 2003, 9 eran seropositivos en ambos ensayos -1 en 2000, 2 en 2002, y 6 en 2003 (Tabla 5). Los perros
seropositivos se localizaban en el canédromo de Florida implicados en brotes de enfermedad respiratoria de
etiologia desconocida de 1999 a 2003, sugiriendo que un virus similar al Canine/FL/04 pudo haber sido el agente
causal de esos brotes. Para investigar mas esta posibilidad, los inventores examinaron tejidos de archivo de galgos
Greyhounds que murieron de bronconeumonia hemorragica en marzo de 2003. Los homogenados de pulmén de un
perro inoculados en células MDCK y embriones de pollo dieron lugar a virus de influenza H3N8, denominado
A/Canine/Florida/242/2003 (Canine/FL/03). El analisis de secuencia del Canine/FL/03 reveld > 99% de identidad con
el Canine/FL/04 (Tabla 4) indicando que virus similares a Canine/FL/04 habian infectado los galgos Greyhounds
antes de 2004.

Ejemplo 6

De junio a agosto de 2004, se produjeron brotes de enfermedad respiratoria en miles de galgos Greyhounds de
carreras en 14 canédromos de Florida, Texas, Alabama, Arkansas, Virginia Oeste, y Kansas.

Los Oficiales en algunos de estos canddromos estimaban que al menos el 80% de su poblacién de perros tenian la
enfermedad clinica. La mayoria de los perros tenia signos clinicos de fiebre (> 39 °C) y tos similar al brote de los
perros de enero de 2004, pero muchos perros también tenian descarga nasal mucopurulenta. Se informaron
muertes multiples pero no se pudo determinar una tasa de mortalidad precisa.

Los inventores recolectaron sueros emparejados agudos y convalecientes de 94 perros localizados en 4
canodromos de Florida: el 56% de estos perros tenian > 4 veces mas de titulos de anticuerpos contra Canine/FL/04,
y el 100% eran seropositivos (Tabla 6). Los sueros convalecientes de 29 perros de Virginia Oeste y Kansas también
tenian anticuerpos contra Canine/FL/04. Los inventores aislaron virus de influenza A (H3N8) de los pulmones de un
galgo Greyhound que murié de bronconeumonia hemorragica en el canédromo de Texas. El analisis de secuencia
del genoma completo de este aislado, denominado A/Canine/Texas/1/2004 (Canine/TX/04), revel6 > 99% de
identidad con el Canine/FL/04 (Tabla 4). El aislamiento de tres virus de influenza estrechamente relacionados de
casos caninos fatales durante un periodo de 13 meses y de diferentes localizaciones geograficas, junto con la
evidencia serologica sustancial de la diseminacion de la infeccion entre los galgos Greyhounds de carreras, sugerian
una circulacién sostenida de un virus similar Canine/FL/04 en la poblacién de perros.

El analisis filogenético de los genes HA de Canine/FL/03, Canine/FL/04 y Canine/TX/04, mostré que constituian un
grupo monofilético con un soporte bootstrap robusto que era claramente distintivo de los genes H3 contemporaneos
de los virus equinos aislados en 2002 y 2003 (Figura 1B). Los andlisis filogenéticos y las comparaciones de
secuencias de nucledtidos por pares de los otros 7 segmentos gendmicos apoyaban la segregacion de los genes
caninos como un sub-linaje distinto mas estrechamente relacionado con el linaje del virus equino (datos no
mostrados, y Tabla 4). El agrupamiento de los genes de influenza canina como un grupo monofilético separado de la
influenza equina se apoyaba también en la presencia de 5 cambios de sefial de aminoacidos en la HA (Tabla 2).
Junto con los resultados seroldgicos de 2003 y 2004, estos datos son consistentes con un evento de transmision de
un unico virus de caballos a perros, con la diseminaciéon horizontal posterior del virus en la poblaciéon de galgos
Greyhounds. Sin embargo, no se pueden excluir formalmente las introducciones repetidas de este Unico linaje de
virus de influenza a partir de una especie reservorio no identificada, que aunque es improbable, podria ser.

La HA es un determinante critico de especificidad de especie del virus de la influenza (Suzuki y col., 2000). Para
identificar restos de HA que se pueda asociar con la adaptaciéon al huésped canino, los inventores compararon la
secuencia deducida de aminoacidos de HA canina con la de virus equinos contemporaneos. Cuatro cambios de
aminoacidos diferencian las secuencias de consenso de HA maduras equina y canina: N83S, W222L, 1328T, y
N483T (véase la Tabla 2). Los virus caninos tienen una eliminacién al compararse con las secuencias equinas de
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consenso. Por lo tanto, la posicién 7 de aminoacido en la secuencia de la HA equina es la posicion 6 en la secuencia
de HA canina, la posicién de aminoacido en la posiciéon 29 en la secuencia de HA equina es la posiciéon 28 en la
secuencia de HA canina, la posicién 83 en la secuencia de HA equina es la posicion 82 en la secuencia de HA
canina, etc. Por tanto, los cuatro aminoacidos sustituidos estan en las posiciones 82, 221, 327, y 482 de la
secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEC ID N° 33 y SEC ID N° 34. La sustitucién de serina por
asparagina en la posicién 83 de la secuencia de consenso es un cambio de significado funcional desconocido
aunque se encuentran varios restos polares en las moléculas de H3 de otras especies. La isoleucina estrictamente
conservada en la posicién 328 de la secuencia de consenso cerca del sitio de escision de HA H3 se ha remplazado
por treonina. El papel fundamental de la escision HA por proteasas del huésped en la patogénesis sugiere que este
cambio merece mas estudios. La sustitucion de leucina por triptéfano en la posicion 222 de la secuencia de
consenso es bastante importante debido a que representa un cambio no conservador adyacente al bolsillo de unién
del acido sialico, el cual podria modular la funcién de receptor (Weis y col., 1988). Es interesante que la leucina en la
posicidn 222 no es Unica para el H3HA canino ya que se encuentra tipicamente en los subtipos de HA: H4, H8, H9, y
H12 (Nobusawa y col., 1991; Kovacova y col., 2002). La sustitucion de leucina puede ser mas compatible con la
especificidad de virus para huéspedes mamiferos ya que se ha informado de infecciones viricas de cerdos con el
subtipo H4 (Karasin y col., 2000) y seres humanos y cerdos con el subtipo H9 (Peiris y col., 1999). La sustitucion de
asparagina con treonina en la posicion 483 de la secuencia de consenso resultaba en pérdida de un sitio de
glucosilacion en la subunidad HA2 que se conserva en todos los subtipos HA (Wagner y col., 2002). Aunque la
importancia de estos cambios de aminoacidos en la HA para la adaptacién de un virus equino a los perros
permanece sin determinar, cambios de aminoacidos similares se han observados previamente en asociacion con la
transferencia interespecie (Vines y col., 1998; Matrosovich y col., 2000). Las diferencias entre otras proteinas viricas
de la influenza de la invencion y la secuencia equina de consenso se muestran en las Tablas 19 a 25.

La fuente del virus de la influenza equina que infectd inicialmente los galgos Greyhounds de carreras permanece
especulativa. Las perreras en los canddromos de galgos Greyhounds de carreras no se localizan cerca de caballos o
de hipédromos, lo que sugiere que el contacto entre los galgos Greyhounds y los caballos que los eliminaban no es
una explicacion suficiente para los multiples brotes de 2004. Una fuente potencial de exposicién al virus equino es la
alimentacion de los galgos Greyhounds con carne de caballo, cuya dieta se suplementa con carne cruda
suministrada por las casas de envasado que tienen carcasas, incluidas de caballos que podrian portar la influenza.
Precedentes de este modo de infeccion incluyen los informes de la transmision interespecie del virus de influenza
aviar H5N1 a los cerdos y a los félidos de zoo alimentados con las carcasas de pollo infectadas (Webster, 1998;
Keawcharoen y col., 2004; Kuiken y col., 2004). Aunque esto es una ruta plausible para la introduccion inicial de la
influenza equina en los perros, esto no explica los brotes multiples recientes de influenza en miles de perros en
diferentes estados. El estudio de inoculaciéon experimental de los inventores demostré la presencia del virus en las
fosas nasales y orofaringe de los perros, aunque con titulos modestos. No obstante, estos resultados indican que es
posible la eliminacion, y que la transmision del virus de perro a perro por grandes gotas en aerosol, fémites, o
contacto mucoso directo podria tener un papel en la epizootiologia de la enfermedad.

La transferencia interespecies de un virus entero de influenza de mamifero a una especie de mamifero no
relacionada es un acontecimiento raro. Los estudios previos han proporcionado una evidencia serolégica o virologica
limitada, pero no ambas, de infeccion transitoria de perros con virus de la influenza A humana (H3N2) (Nikitin y col.,
1972, Kilbourne, y col., 1975; Chang y col., 1976; Houser y col., 1980). Sin embargo, no hay evidencia de circulacion
sostenida en el huésped canino. Aunque esta bien documentada la transferencia directa de los virus de influenza
porcina de los cerdos a la gente - (Dacso y col., 1984; Kimura y col., 1998; Patriarca y col., 1984; Top y col., 1977),
no hay evidencia de la adaptacion de los virus porcinos en huéspedes humanos. En este informe los inventores
proporcionan evidencias virolégicas, serologicas, y moleculares de la transmision de un virus completo de la
influenza A (H3N8) equina a otra especie de mamifero, el perro. Las sustituciones uUnicas de aminoacidos en la HA
del virus canino, junto con la confirmacién seroldgica de infeccion de perros en multiples estados de los EE. UU.,
sugieren una adaptacion del virus al huésped canino. Como los perros son un animal de compafiia primario para
seres humanos, estos hallazgos tienen implicaciones para la salud publica; los perros pueden proporcionar una
nueva fuente de transmision de nuevos virus de influenza A a los seres humanos.

Tabla 1. Respuesta de anticuerpos contra A/Canine/Florida/43/2004 (H3N8).

Perros enfermos (11)? Contactos sanos (16)°
Respuesta HI° MN¢ HI MN
Seroconversion (%)° 73 73 38 50
Seropositivos (%)’ 82 82 100 100
Media geométrica del titulo® 329 424 268 431

@ Numero de perros con signos clinicos de enfermedad

® Numero de perros asintomaticos alojados en contacto con los perros clinicamente enfermos.
¢ Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion (HI) utilizando virus A/Canine/Florida/43/2004.
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Tabla 1. Respuesta de anticuerpos contra A/Canine/Florida/43/2004 (H3N8).

Perros enfermos (11)? Contactos sanos (16)°

¢ Ensayo de microneutralizacion (MN) utilizando virus A/Canine/Florida/43/2004.

¢ Porcentaje de perros con al menos un aumento de 4 veces en el titulo de anticuerpos en sueros agudos y
convalecientes emparejados.

" Porcentaje de perros con un titulo positivo de anticuerpos (titulo HI= 32: titulo MN= 80) en el suero de
convalecientes.

9 Media geométrica del titulo de anticuerpos para el suero de convalecientes.

Tabla 2. Diferencias de aminoacidos entre las hemaglutininas de H3 canino y equino.

H3 Equino de Can/FL/03 | Can/FL/04 | Can/TX/04 Significacion funcional potencial
consenso
* D también se encuentra en HA H3 del pato y de seres
G7 D -t - h
umanos
129 - M M | se conserva en HA H3 de todas las especies
Hay varios aminoacidos polares presentes en esta
N83 S S S L :
posicion en HA H3 de otras especies
S92 - N - N esta presente en algunos HA H3 del pato.
L118 - - \% L se conserva en todos los HA H3
W se conserva en la mayoria de HA H3 de todas las
w222 L L L o . ” L
especies; localizado cerca del sitio de union al receptor
A272 \% A \% V esta presente en algunos aislados equinos recientes
1328 T T T T se conserva estrictamente en todos los HA H3
aviares, porcinos o humanos
N se produce en todos los H3 y otros subtipos HA. La
N483 T T T sustitucion da como resultado la pérdida de un sitio de
glucosilacion.
K541 - R - Cambio de aminoacido conservador basico

* Resto de aminoacido (codigo de una sola letra) y posicién en HA H3 madura. El cédigo de aminoacidos es:
A=alanina, D= acido aspartico, G=glicina, |=isoleucina, K=lisina, L=leucina, M= metionina, N=asparagina,
R=arginina, S=serina, T=treonina, V=valina, W=triptéfano. T Denota que no hay cambios con la HA H3 de consenso
equino.

Tabla 3. Inhibicion de la hemaglutinacién de un virus aislado por antisuero de referencia contra diferentes subtipos

de HA
Antisuero de referencia Especificidad de HA Titulo de IH®

Puerto Rico/8/34 HA1 5
Swine/lowa15/30 HA1 5
Singapore/01/57 H2 5
Shanghai/11/87 H3" 5

Equine/Miami/1/63 H3 160
Duck/Czechoslovakia/56 H4 5
Tern/South Africa/61 H5 5
Turkey/Massachussetts/65 H6 5
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Tabla 3. Inhibicion de la hemaglutinacién de un virus aislado por antisuero de referencia contra diferentes subtipos
de HA

Antisuero de referencia Especificidad de HA Titulo de IH®
Fowl! Plague/Dutch/27 H7 5
Fowl Plague/Rostock/34 H7 5
Equine/Prague/1/56 H7 5
Turkey/Ontario/6118/68 H8 5
Quail/Hong Kong/G1/97 HO® 5
Chicken/Hong Kong/G9/97 HO® 5
Chicken/Germany/49 H10 5
Duck/England/56 H11 5
Gull/Maryland/704/77 H13 5
Suero normal de oveja - 5
Suero normal de hurén - 5

@ Titulo de inhibicion de la hemaglutinacion para el virus aislado del perro n° 43.
® Antisueros policlonales producidos en hurones, mientras que todos los otros antisueros se producian en ovejas o

cabras.

Tabla 4. Homologia de secuencia de genes de A/Canine/Florida/43/2004 (H3N8) para cepas equinas, aviares,

porcinas y humanas de influenza A

Gen Equino Aviar Porcino Humano
86,2 (96,4)
96,9 (98,7)° 88,6 (96,8) ) PR/8/34
5 Q':% 47|  EalKentucky/2/8 Mall/Alberta/98/85 879 50.8) Swomanol | (HKi213/03)
M73526 AY633315 AF389115
(AY576381)
071 (08,8 83,9 (97,1) 83,9 (97,1) Swioreass | 89 7. 1)
PB1 E /Ter{nessée/5/86 Ck/BritishColumbia/04 109/04 (Sw/Saskatch/ (Sing/1/57)
DQ124148 q M25929 (Gull/Md/704/77) 18789/02) AY790287 J0%178
AY61675 (M25933) (AY619955) (M25924)
83,8 (93,4)
87,0 (94,3) Taiwan/2/70
PA 96,3 (97,5) M26082 Ck/Chile/4591/02 84,3 (94,6) Sw/Hong Kong/ |  (Viet Nam/
DQ124149 Eq/Tennesee/5/86 (Ostrich/SA/08103/95) 126/02 M26081 1203/04)
AY303660(AF508662) AY210199
(AY818132)
80,7 (89,0) 80,0 (87,7) 81,8 (87,9)
Dlg?z(yfs))o 77 1) SalFLI1/es Dk/Norway/1/03 Sw/Ontario/42729a/01 HK/1/68
AJ841293 AY619977 AF348176
84,7 (93,0)
85,4 (93,5) HK/1073/99
NP 96,6 (97,9) 87.’9 (95,1) Sw/Ontario/42729a/01 (Hong Kong
Eq/Tennesee/5/86 Ck/Chile/176822/02 -
DQ124150 M30758 AY303658 (Sw/Fujian/1/2003) /538/97)
AY619974 (AY747611) AF255742
(AF255751)
96,8 (97,0)
NA (N8) 84,0 (85,2) Dk/NJ/2000 b b
DQ124151 Eq/TeLnOn§5s§3e/5/86 L 06583 b na na na
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Tabla 4. Homologia de secuencia de genes de A/Canine/Florida/43/2004 (H3N8) para cepas equinas, aviares,
porcinas y humanas de influenza A

Gen Equino Aviar Porcino Humano
91,2 (95,4)
" £q 2790950 94,1 (94,0) 93,7 (93,5) WSN/33 (Hong
Tky/Mn/833/80 Swi/Saskatchewan/ Kong/ 1073/99)
DQ124152)  (Eg/Kentucky/92) AF001683 18789/02 M63527 J02177
M63529 (AF001683)
(AJ278646)
Ns | 97.5(95.7) Eq/Trisise 62,0 (90,4 91,1 (89,1) Sw/China/8/78 91*816(3%0)
(Eg/Kentucky/92) . ; (Sw/Korea/s452/04) o
DQI24153| 100673 (AF001671) Mal/NY/6750/78 M80945 MB09BB (AY790309) MAust?igg/;?/’; 8

@ Porcentaje de identidad de secuencias de nucleétidos y aminoacidos (entre paréntesis) de genes del virus A/
Canine/Florida/43/2004 (H3N8) con el gen mas homadlogo de aislados viricos del virus de la influenza de las
espemes seguido por sus numeros de registro de la base de secuencias GenBank

® No aplicable: La neuraminidasa N8 no se ha informado nunca en virus humanos o porcinos

Tabla 5. Titulos de anticuerpos contra A/canine/Florida/43/2004 (H3N8) en el suero de galgos Greyhounds
recolectado de 1996 a 2003.

Afio?
1996 1997 1998 2000 2002 2003
N° de perros ensayados 8 6 19 4 6 22
N° de perros seropositivos 0 0 0 1 2 6
Titulos de anticuerposb 512 232, 524 280-2242

EI afo de recoleccion de muestras de suero de galgos Greyhounds de carreras en Florida.
Ensayo de microneutralizacién de los titulos de anticuerpos para perros seropositivos, incluyendo el intervalo para
los seis perros seropositivos de 2003.

Tabla 6. Respuesta de anticuerpos contra A/canine/Florida/43/2004 (H3N8) en galgos Greyhounds de carreras en 4
canddromos en junio de 2004.

Respuesta Canédromo A Canédromo B Canédromo C Canédromo D
Numero de perros ensayados® 37 10 22 25
Seroconversion (%) 46 90 100 64
Seropositivo (%)° 100 100 100 100
Media geométrica del titulo® 401 512 290 446

Numero de perros clinicamente enfermos ensayados de |H utilizando el A/canine/Florida/43/2004 (H3N8).

Porcentaje de perros con un aumento de =4 veces en el titulo de anticuerpos entre los sueros agudo y
convalemente

Porcentaje de perros con un titulo de anticuerpos positivos (titulo IH>16) en el suero convaleciente.

4 Media geomeétrica de titulos de anticuerpos en el suero convaleciente.

Materiales y métodos para los ejemplos 7 -11

Tejidos caninos

Los examenes post-mortem se llevaron a cabo en el Servicio de Anatomia Patolégica de la Facultad de Veterinaria
de la Universidad de Florida en 6 perros mestizos que murieron en abril/mayo de 2005 durante el brote de influenza
en unas instalaciones de un refugio en el noreste de Florida, y en un perro Yorkshire terrier de compafia que murié
en mayo de 2005 durante un brote de influenza en una clinica veterinaria del sureste de Florida. Los tejidos se
fijaron en formalina tamponada neutra al 10%, se embebieron en parafina, y se tifieron secciones de 5 ym con
hematoxilina y eosina para el diagnostico histopatolégico. Los tejidos que no se fijaron se almacenaron a -80 °C
pendientes de analisis virologicos.
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Extraccion de ARN de las muestras de tejido canino

Se descongelaron los tejidos congelados de cada uno de los 7 perros y se homogenizaron en medio esencial
minimo (MEM) suplementado con 0,5% de seroalbdmina bovina (BSA) y antibiéticos (gentamicina y ciprofloxacina)
utilizando un molinillo de tejidos desechable (Kendall, Lifeline Medical Inc., Danbury, CT). Se extrajo el ARN total
utilizando un kit comercial (RNeasy® Mini Kit, QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante y
se eluyé en un volumen final de 60 ul de tampdn. EI ARN total se extrajo también de tejido de pulmoén recogido de
perros sin enfermedad respiratoria.

RT-PCR en tiempo real

Se llevé a cabo una RT-PCR en tiempo real cuantitativa en una etapa sobre el ARN total extraido de las muestras de
tejido canino utilizando el kit QuantiTect® Probe RT-PCR que contenia ROX como colorante de referencia pasivo
(QIAGEN Inc., Valencia, CA). En resumen, se utilizaron 2 grupos de cebador-sonda para la deteccion de las
secuencias de influenza A en cada muestra (Tabla 7). Un grupo cebador-sonda era selectivo para secuencias
genéticas de hemaglutinina (H3). El otro grupo cebador-sonda se dirigia a una region altamente conservada del gen
de la matriz (M) del virus de la influenza tipo A. Para cada reaccion RT-PCR en tiempo real, se afiadieron 5 ul de
ARN total extraido a la mezcla de reaccion que contenia 12,5 ul de 2X mezcla QuantiTech® Probe RT-PCR Master,
0,25 pl de mezcla QuantiTech® RT, cebadores directos e inversos (0,5 uM de concentracién final de cada uno),
sonda (0,1 uM de concentracion final) y agua libre de RNasa con un volumen final de 25 pl. Se utilizaron los
reactivos de control TagMan® Ribosomal RNA (Applied Biosystems, Foster City, CA) segun las instrucciones del
fabricante para la deteccion del ARNr 18S como control interno endégeno de la presencia de ARN extraido de las
muestras de tejido canino.

Se llevé a cabo la RT-PCR en tiempo real cuantitativa en una etapa sobre las mezclas de reaccién en un sistema
Mx3000P® QPCR System (Stratagene, La Jolla, CA). Las condiciones de ciclado incluian la etapa de transcripcién
inversa a 50 °C durante 30 minutos, una etapa inicial de desnaturalizacién a 95 °C durante 15 minutos para activar la
ADN polimerasa HotStarTag®, y 40 ciclos de amplificacion. Cada ciclo de amplificacién incluia desnaturalizacion a
94 °C durante 15 segundos seguido de hibridacion/extension a 60 °C durante 1 minuto. Las sefiales fluorescentes
FAM (longitud de onda de emision 518 nm) y VIC (longitud de onda de emision 554 nm) se registraron al final de
cada ciclo. El umbral del ciclo (Ct) se determind fijando el umbral de fluorescencia (dR) a 1000 en cada experimento
individual. Se utilizé el programa de software Mx3000P® versién 2.0 (Stratagene, La Jolla, CA para la adquisicion y
analisis de datos. Las muestras se consideraron como positivas para el virus de la influenza A cuando el umbral de
ciclo (Ct) para el gen H3 o M era 3 unidades mas pequefio que el Ct para los tejidos de pulmén de perros sin
enfermedad respiratoria. El control positivo consistia en la amplificacion del ARN extraido del virus
Al/canine/FL/242/03 (H3N8)

Aislamiento del virus en células MDCK

Los tejidos de pulmén congelados de cada uno de los 7 perros se descongelaron y homogenizaron con 10
volimenes de Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 0,5% (BSA) y antibioticos
(gentamicina y ciprofloxacina). Los residuos solidos se retiraron por centrifugacion y los sobrenadantes se inocularon
en células de rifion canino Madin-Darby (MDCK) cultivadas en DMEM suplementado con 1 pg/ml de tripsina tratada
TPCK (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) y antibidticos (gentamicina y ciprofloxacina). Las células se cultivaron en
matraces de 25 cm” a 37 °C en atmosfera humidificada y un 5% de CO,. Los cultivos se observaron diariamente
para detectar cambios morfolégicos y se recolectaron 5 dias tras la inoculacion. Los cultivos recolectados se
clarificaron por centrifugacion y los sobrenadantes se inocularon en células MDCK nuevas como se describio para la
inoculacion inicial; se llevaron a cabo dos pasajes adicionales para las muestras que no mostraron evidencia de
virus de influenza por hemaglutinacion o RT-PCR. La actividad de hemaglutinacion en los sobrenadantes clarificados
se determind utilizando glébulos rojos de pavo al 0,5% como se ha descrito anteriormente (Burleson, F. y col., 1992;
Kendal, P. y col., 1982). Se llevo a cabo la RT-PCR como se describe posteriormente.

Aislamiento del virus en embrién de pollo

Los homogenados se prepararon a partir de los tejidos de pulmén congelados como se ha descrito anteriormente
para la inoculacion de células MDCK. Los homogenados (0,2 ml) se inocularon en el saco alantoideo de embrion de
pollo de 10 dias. Después de 48 horas de incubacion a 35 °C, los huevos embrionados se enfriaron a 4 °C durante
una noche antes de recolectar el fluido alantoideo. Se determind la actividad de hemaglutinacion en los
sobrenadantes clarificados utilizando glébulos rojos de pavo al 0,5% como se ha descrito anteriormente. Se llevaron
a cabo dos pasajes adicionales en embrién de pollo para las muestras que no mostraron evidencia de virus de
influenza tras la inoculacion inicial.

RT-PCR, secuenciacién de nucledtidos, y analisis filogenéticos
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El ARN virico se extrajo del sobrenadante de MDCK o fluido alantoideo utilizando el mini kit QlAamp® Viral RNA
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante. EI ARN virico se transcribio inversamente a
ADNCc utilizando el kit QIAGEN® OneStep RT-PCR (QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del
fabricante. Se llevo a cabo la amplificacion PCR de la regién codificante de 8 genes viricos de influenza en el ADNc
como se habia descrito anteriormente (Klimov, A. y col., 1992b), utilizando grupos de cebadores especificos de gen
universales (secuencias del cebador disponibles bajo pedido). Las amplificaciones resultantes de ADN se utilizaron
como matrices para la secuenciacién automatica en el secuenciador de ADN automatico ABI PRISM® 3100
utilizando el ciclo de secuenciacion quimica por terminador fluorescente (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las
secuencias de nucleotidos se analizaron utilizando el Lasergene 6 Package® (DNASTAR, Inc., Madison, WI). Se
utilizé el programa de software PHYLIP Version 3.5© para estimar las filogenias y calcular los valores de bootstrap
de las secuencias de nucledtidos (Felsenstein, J., 1989). Los arboles filogenéticos se compararon con los generados
por el analisis de union de vecinos con el modelo de Tamura-Nei implementado en el programa MEGA® (Kumar, S.
y col., 2004) y confirmado por el programa PAUP® 4.0 Beta (Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA).

Ensayo de inhibicién de la hemaglutinacién (IH)

Las muestras de suero se incubaron con la enzima destructora de receptor (RDE, DENKA SEIKEN Co., Ltd., Tokyo,
Japon) (1 parte de suero: 3 partes de RDE) durante 16 horas a 37 °C antes de la inactivacion por calor durante 30
minutos a 56 °C. El virus de la influenza A/Canine/Jacksonville/05 (H3N8) se cultivd en células MDCK durante 72 h a
37 °C en 5% de CO.. Se recolectaron los sobrenadantes del cultivo del virus, se clarificaron por centrifugacion, y se
almacenaron a -80 °C. Todos los otros virus utilizados en el ensayo de IH se cultivaron en embridon de pollo de 10
dias de edad del que se recolecté el liquido alantoideo y se almacend a -80 °C. El ensayo IH se llevé a cabo como
se habia descrito anteriormente (Kendal, P. y col., 1982). En resumen, se afiadieron 4 unidades hemaglutinantes del
virus en 25 pl a un volumen igual de suero diluido seriadamente en placas de plastico de 96 pocillos y se incubo a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié un volumen igual de glébulos rojos de pavo 0,5% y se
estimaron los titulos de hemaglutinaciéon visualmente tras 30 minutos. El titulo de punto final se defini6 como la
Ultima dilucién de suero que inhibia completamente la hemaglutinacion.

Ejemplo 7 - Casos clinicos

En abril y mayo de 2005, se produjo un brote de enfermedad respiratoria que se habia descrito anteriormente
(Crawford, P.C. y col., 2005) en perros alojados en unas instalaciones de un albergue en el noreste de Florida. Los
brotes implicaban al menos 58 perros que variaban en edades de 3 meses a 9 afios, e incluian tanto perros de pura
raza como mestizos. Los signos clinicos mas comunes eran descarga nasal purulenta y tos durante 7 a 21 dias. De
los 43 perros que tenian enfermedad clinica durante > 7 dias, 41 tenian titulos de anticuerpo HI contra canine/FL/04
(H3N8) con un intervalo entre 32 a > 1024. Al menos 10 perros progresaron a neumonia, de los que a 6 se les
practicé una eutanasia. Estos 6 perros mestizos incluian 3 machos y 3 hembras con una variacion de 4 meses a 3
afios. La duracion de los signos clinicos iba de 2 a 10 dias cuando se practico la eutanasia. En el examen post-
mortem, estos perros tenian congestién pulmonar y edema. El examen histolégico del tracto respiratorio reveld
rinitis, traqueitis, bronquitis, bronquiolitis, y bronconeumonia supurativa. Habia necrosis y erosién de células
epiteliales de la traquea, bronquios, bronquiolos, y glandulas bronquiales. Los tejidos respiratorios estaban infiltrados
con neutrofilos y macréfagos.

En mayo de 2005, se produjo un brote de enfermedad respiratoria en 40 perros de compafia en una clinica
veterinaria en el sureste de Florida. Los signos clinicos mas comunes eran descarga nasal purulenta y tos durante
10 a 30 dias. De los 40 perros, 17 eran seropositivos contra canine/FL/04 (H3N8) con titulos de anticuerpos HI que
iban de 32 a >1024. Se produjo seroconversion en 10 perros de los que estaban disponibles sueros agudo y
convaleciente. Tres perros progresaron a neumonia. Uno de estos perros, un Yorkshire terrier macho de 9 afios,
murié 3 dias después de la aparicion de los signos clinicos. Este perro tenia traqueobronquitis, edema pulmonar y
congestion, y bronconeumonia grave. Al igual que los 6 perros del refugio, habia necrosis celular y erosion de las
vias aéreas e infiltrados neutrofilicos en los tejidos.

Ejemplo 8 - RT-PCR en tiempo real y aislamiento virico

Se analizaron los tejidos pulmonares de 7 perros por ensayos RT-PCR en tiempo real que detectaba el gen M de la
influenza tipo Ay el gen H3 del virus de la influenza H3N8. Los pulmones de los 7 perros eran positivos tanto al gen
M de influenza A y al gen H3 de influenza (Tabla 8). Tras 3 pasajes en células MDCK, se aislaron virus de influenza
A subtipo H3N8 de los pulmones de un perro que murié en el albergue tras 3 dias de neumonia. Este virus se
denomind A/canine/Jacksonville/05 (H3N8) (canine/Jax/05). Tras 2 pasajes en embrién de pollo, se recuperaron
virus de influenza A subtipo H3N8 de los pulmones del perro de compafia que también murié tras 3 dias de
neumonia. El virus se denominé A/canine/Miami//05 (H3N8) (canine/Miami/05).

Ejemplo 9 - Analisis genéticos de los aislados de influenza A H3N8 caninos

Los analisis de secuencia de canine/Jax/05 y canine/Miami/05 revelaron que sus genes hemaglutinina (HA) eran
idénticos en un 98% a los aislados canine/FL/04, canine/TX/04, y canine/lowa/05 recuperados de los pulmones de
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los galgos Greyhounds que murieron de neumonia durante los brotes de influenza en los canédromos en 2004 y
2005 (Crawford, P.C. y col., 2005; Yoon K-Y. y col., 2005). Ademas, los genes HA de los virus canine/Jax/05 y
canine/ Miami/05 eran idénticos en un 98% a los virus equinos de influenza contemporaneos aislados después del
afio 2000. Las comparaciones filogenéticas de los genes HA mostraron que los virus canine/Jax/05 y
canine/Miami/05 se agrupaban con los aislados de los galgos Greyhounds canine/FL/04, canine/TX/04 y los aislados
equinos contemporaneos, formando un grupo distinto que los virus equinos mas antiguos aislados al principio de los
90 (Figura 4). Ademas los aislados canine/Jax/05, canine/Miami/05 y canine/lowa/05 estaban mas estrechamente
relacionados con el canine/TX/04 que con el canine/FL/04 o canine/FL/03. Los aislados en 2005 formaban un
subgrupo que parece ramificarse de los virus caninos anteriores de 2003 y 2004 con diferencias de
aproximadamente 10 sitios informativos de parsimonia. Estas diferencias apoyan la hipotesis que el virus de la
influenza canina se estaba transmitiendo horizontalmente de perro a perro en vez de que se reintroducia
periédicamente de una fuente externa. La acumulacion de mutaciones de 2003 a 2005 ilustra el proceso en
desarrollo de adaptacion al que el virus tiene que someterse después de transmitirse a un nuevo huésped, como se
espera que tuvo que ocurrir con los virus de la influenza canina.

Ejemplo 10 - Analisis de aminoacidos de los aislados de influenza canina A H3N8

Habia sustituciones de aminoacidos conservadas en los 6 aislados caninos que les diferenciaban de los virus
contemporaneos de influenza equina (Tabla 9). Estas sustituciones conservadas eran 115M, N83S, W222L, 1328T, y
N483T. Las comparaciones filogenéticas de la proteina HA madura que demostraban que los virus canine/Jax/05,
canine/Miami/05 y canine/lowa/05 formaban un subgrupo con el aislado canine/FL/04 (Figura 4). Habia 3 cambios de
aminoacidos (L118V, K261N, y G479E) que diferenciaba este subgrupo de otros virus caninos (Tabla 9). Habia dos
cambios de aminoacidos (F79L y G218E) que diferenciaba los aislados de 2005 de su raiz canine/TX/04. Ademas,
los aislados de 2005 que no eran de galgos Greyhounds, canine/Jax/05 y canine/Miami/05, se diferenciaban de los
aislados de galgos Greyhounds canine/lowa/05 por un cambio de aminoacidos, R492K. Finalmente, el canine/Jax/05
se diferenciaba de canine/Miami/05 en un Unico aminoacido, S107P. En todos los otros virus H3N8 caninos y
equinos S se conservaba en la posicion 107 excepto para A/Equine/Jilin/1/89 que tiene una T (Guo Y. y col., 1992).

Ejemplo 11 - Analisis antigénico de aislados de influenza canina A H3N8

Los ensayos de inhibicion de la hemaglutinacién (HI) se llevaron a cabo utilizando un panel de antigenos de los virus
de influenza equina antiguos y contemporaneos y los virus de influenza canina, y el suero recolectado en 2005 de
los caballos y perros que se habian infectado con virus de influenza (Tabla 10). También se incluyé en los analisis el
suero de hurones inmunizados contra canine/FL/04. Los titulos de anticuerpos HI en el suero equino eran 8 a 16
veces mas altos en los virus equinos contemporaneos ensayados al compararse con los virus equinos antiguos,
pero eran al menos 4 veces menores cuando se ensayaban con los virus caninos. El suero canino era no reactivo
con los virus equinos antiguos, pero los titulos de anticuerpos aumentaban 4 veces cuando se ensayaban con los
aislados equinos contemporaneos y aislados caninos. Esto se observaba también en el suero de hurones
inmunizados contra virus de influenza canina. Estos patrones de serorreactividad demostraban la similitud antigénica
entre los virus de influenza canina y los virus de influenza equina contemporaneos y eran coherentes con los analisis
filogenéticos. Los titulos de anticuerpos en los sueros equino, canino y de hurén contra el aislado canine/Miami/05
eran similares a los de los aislados caninos de 2003 y 2004. Sin embargo, los titulos eran de 2 a 4 veces para el
aislado canine/Jax/05. Esto sugiere que el canine/Jax/05 es distinto antigénicamente de los otros aislados caninos,
que puede estar relacionado en parte con el cambio de un Unico aminoacido en la posicién 107 de la HA madura.

Tabla 7. Cebadores y sondas para el analisis RT-PCR en tiempo real para el gen de la matriz del virus de la
influenza Ay el gen H3 de la influenza canina A (H3N8).

Cebador Diana Secuencia Aplicacion
H3 (nt 387- 5’-tatgcatcgctccgatccat-3' (SEC ID N° 79) Cebador directo para H3
Ca-H3-F387
406)
H3 (nt 487- 5’-gctecacttcttcegttitga-3' (SEC ID N° 80) Cebador inverso para H3
Ca-H3-R487
467)
H3 (nt 430- FAM-aattcacagcagagggattcacatggacag-BHQI (SEC ID N°  [SondaTagMan®
Ca-H3-P430 81)
459)
M (nt 151- 5’-catggartggctaaagacaagacc-3’ (SEC ID N° 82) Cebador directo para M
FIuA-M-F151
174)
M (nt 276- 5’-agggcattttggacaaakcgtcta-3’ (SEC ID N° 83) Cebador inverso para M
FluA-M-R276 253)
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Tabla 7. Cebadores y sondas para el analisis RT-PCR en tiempo real para el gen de la matriz del virus de la
influenza Ay el gen H3 de la influenza canina A (H3N8).

Cebador

Diana

Secuencia

Aplicacion

FluA-M-P218

M (nt 218- FAM-acgcTcaccgTgeccAgt-BHQ1 ° (SEC ID N° 84)

235)

SondaTagMan®

¥ La letra r subrayada representa los nucleétidos a o g y la letra k subrayada representa los nucledtidos g o t.

® Las letras mayusculas representan restos de acido nucleico bloqueados.

Tabla 8. RT-PCR cuantitativa en tiempo real y aislamiento virico que se llevaron a cabo en tejidos pulmonares de
perros que murieron de neumonia durante los brotes de enfermedad respiratoria en un albergue y en una clinica

veterinaria en Florida.

. RT-PCR en
IDe:::: Localizacion Duracion c(i:e":‘a;ceanfermedad tiempo real | pjsjamiento del Virus
P M (Ct) | HA (CY)
Control positivo A/canine/FL/242/03 28,15 27,36
1079 Refugio (NE FL) 2 dias 29,81 28,84 ninguno
1078 Refugio (NE FL) 3 dias 30,37 | 29,71 | 3 pasaje por MDCK
318 Refugio (NE FL) 9 dias 33,89 | 32,97 ninguno
320 Refugio (NE FL) 10 dias 39,44 | 37,09 ninguno
319 Refugio (NE FL) 6 dias 33,87 | 32,23 ninguno
1080 Refugio (NE FL) 6 dias 38,87 | 38,23 ninguno
374 Clinica Ve;‘ir)'“a“a (SE 3 dias 24,05 | 22,65 | 2° pasaje por huevo

33




ES 2496315713

E i 3 i ® 1 3 % % : 4 1 4 2] oo/ ssuosaelfauueafy

E i % ! M 1 g ! 5 % ¥ W SO/ twetp fauuedfy

i E ! K 1 < 4 § E ¥ W sofemoljauruenfy

L i I M 1 b 5 ¥ 4 &l PO/ T XL auuedfy

b 1 [ 1 S NS ¥ oo W vo/er/1d/suuedly

i i 1 5 5 L i W £0/2vT N4/ aumuealy

S ooy ¢ €0/1/HOfeuinba/y

S £0/€1Z v faunbaly

b k M 3 : A £ B % 4 4 i B H o Zo/s /i faanbafy
ohl o EEE 0 G4y wIE 0 T8 I BID . 6% BT 40D 4 g8 %, ni R B A

SODDEOILEY

ORI SOUIG B0 BLEND S B it a0 SR A LD BTUENEU B0 SNA BJIUD BENDERL Y

SO RODREOUIE 3D uoDRELIGY B BIGRY

34



10

15

20

25

30

35

ES 2496315713

Tabla 10. Titulos de anticuerpos en el suero equino, canino y de hurén contra virus de influenza equina antiguos y
contemporaneos y virus de la influenza canina.
Titulos de anticuerpo en el suero®

Antigenos Equino Canino Hurén®
equine/Miami/63 40 <10 16
equine/Ky/86 40 40 32
equine/KY/92 40 <10 32
equine/NY/99 320 40 128
equine/KY/05/02 320 160 256
equine/MA/213/03 640 160 512
equine/OH/01/03 640 160 512
canine/FL/03 160 160 512
canine/FL/04 160 80 512
canine/Tx/04 160 160 512
canine/Miami/05 160 80 256
canine/Jax/05 40 40 128
@ Los titulos de anticuerpos se determinaron en un ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion llevado a cabo con
diluciones seriadas de suero equino, canino y de hurén y los virus enumerados en la columna de antigenos.
® Suero de hurones inmunizados con el virus canine/FL/04.

MATERIALES Y METODOS DE EJEMPLO PARA LOS EJEMPLOS 12-15

Inéculo del virus de la influenza canina

El inéculo de virus se prepard por inoculacion en células epiteliales de rifion canino Madin-Darby con un
canine/FL/04 (H3N8) almacenado que representaba el pasaje 3 del aislado original descrito anteriormente (Crawford
y col., 2005). Las células MDCK inoculadas se cultivaron en Medio Esencial Minimo de Dulbecco (DMEM)
suplementado con 1 pg/ml de tripsina tratada con TPCK (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) y antibiéticos
(gentamicina y ciprofloxacina) en matraces de 250 cm” a 37 °C en una atmdsfera humidificada con un 5% de COs.
Los cultivos se observaron diariamente para detectar cambios morfoldgicos y se recolectaron a los 5 dias tras la
inoculacion. Los cultivos recolectados se clarificaron por centrifugacion y los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C
a la espera de inocularse a perros. Se utilizé una alicuota de sobrenadante para determinar el titulo de virus por el
método Reed y Muench. El titulo era 10 dosis infecciosa de cultivo tisular media (TCIDso) de canine/Florida/43/2004
(canine/FL/04) por ml.

Inoculacién experimental

Se utilizaron ocho perros de 4 meses de edad mestizos criados en la colonia (Marshall BioResources, North Rose,
NY) (4 machos y 4 hembras) para un estudio de inoculacion experimental aprobado por el Comité institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Florida. Los pesos corporales de los perros iban de 13 a 17 kg. Los
perros estaban sanos segun las exploraciones fisicas, los analisis basicos de sangre, y registrando las temperaturas
corporales durante 2 semanas antes de la inoculacién. Todos los perros estaban libres de exposicién anterior al
virus de la influenza canina, segun los ensayos de serologia que se llevaron a cabo en muestras de suero
emparejadas recogidas en el momento de llegada a las instalaciones y 2 semanas después. Los perros se
anestesiaron por inyeccion intravenosa de propofol (Diprivan®, Zeneca Pharmaceuticals, 0,4 mg/kg de peso corporal
hasta efecto) para la intubacion con tubos endotraqueales. A seis de los perros (3 machos y 3 hembras) se les
inocularon 10" TCIDso de virus canine/FL/04 en 5 ml de solucion salina estéril administrada en la traquea distal por
medio de un catéter de goma de pequefio calibre insertado en el tubo endotraqueal. A dos perros (1 macho y 1
hembra) se les inocul6 falsamente con un volumen igual de solucion salina estéril. Los perros de control inoculados
falsamente se alojaron en una habitacion diferente de la de los perros inoculados con el virus y fueron atendidos por
personal diferente. Las exploraciones fisicas y los registros de temperatura rectal se llevaron a cabo dos veces al dia
durante 6 dias post inoculacion (p.i.).
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Recoleccién faringea y rectal con torunda

Para controlar la eliminacion de virus, se recolectaron especimenes orofaringeos dos veces al dia de cada perro los
dias 0 a 6 p.i. utilizando torundas de poliéster (Fisher Scientific International Inc., Pittsburgh, PA). Las torundas se
colocaron en 1 ml de solucion salina tamponada de fosfato (PBS) que contenia 0,5% de seroalbimina bovina (BSA).
Las torundas rectales se recolectaron de cada perro diariamente los dias 0 a 6. Los extractos de las torundas se
prepararon por clarificacion del medio de transporte de la torunda por centrifugacion. Una alicuota del extracto de la
torunda se ensayo inmediatamente para detectar nucleoproteina del virus de influenza A utilizando el kit de
inmunoensayo comercial Directigen™ (BD, Franklin Lakes, NJ) segun las instrucciones del fabricante. El extracto
restante se almacend a -80 °C pendiente de otros ensayos virolégicos.

Examen post-mortem

El dia 1 p.i. se les practicd la eutanasia a un perro inoculado falsamente y a un perro inoculado con virus por medio
de inyeccion intravenosa de solucion Beuthanasia-D® (1 ml/5 kg de peso corporal; Schering-Plough Animal Health
Corp). De manera similar, se practico la eutanasia en un perro inoculado con virus cada dia desde el dia 2 al 5 p.i. El
dia 6 p.i., se les practicé la eutanasia a los restantes perros inoculados falsamente e inoculados con virus. Los
examenes post-mortem completos los llevd a cabo uno de los investigadores (WLC). Se fijaron los tejidos en
formalina tamponada neutra al 10%, se embebieron en parafina, y se tifieron secciones de 5 um bien con
hematoxilina y eosina para el diagndstico histopatoldgico, o bien se procesaron por inmunohistoquimica como se
describe posteriormente. Los tejidos pulmonares no fijados se remitieron al Servicio de Diagnodstico Clinico
Microbioldgico/Parasitolégico/Serologico de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Florida para el
aislamiento e identificacion bacteriana. Las muestras se cultivaron en un medio no selectivo asi como un medio
selectivo para especies de Bordetella (Regan-Lowe; Remel, Lenexa, KS) y especies de Mycoplasma (Remel). Todos
los cultivos se mantuvieron durante 21 dias antes de informar de un crecimiento negativo. Se almacenaron tejidos
sin fijar a -80 °C pendientes de analisis virolégicos.

Inmunohistoquimica

Las secciones de traquea desparafinadas y rehidratadas de 5 um se montaron en portaobjetos Bond-Rite™
(Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, MI) y posteriormente se trataron con proteinasa K (DAKOCytomation Inc.,
Carpenteria, CA) seguido de reactivo bloqueante de peroxidasa (DAKO® EnVision™ Peroxidase Kit, DAKO Corp.,
Carpenteria, CA). Las secciones se incubaron con una dilucién 1:500 de anticuerpo monoclonal contra influenza A
H3 (Chemicon International, Inc., Ternecula, CA) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los controles incluian la
incubacion de las mismas secciones con IgG de ratén (1 mg/ml, Serotec, Inc. Raleigh, NC), y la incubacion de
anticuerpo monoclonal con secciones de pulmén canino normales. Después del tratamiento con el anticuerpo
primario, se incubaron las secciones con la inmunoperoxidasa secundaria y los reactivos de sustrato de peroxidasa
(Dako® EnVision™ Peroxidase Kit, Dako Corp.) segun las instrucciones del fabricante. Las secciones se contra-
tifieron con hematoxilina, se trataron con el clarificante n° 2 y el reactivo Bluing (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo,
MI), se deshidrataron, y se aplicaron los cubreobjetos con Permount (ProSciTech, Queensland, Australia).

Extraccion de ARN de las torundas v tejidos

Los tejidos de pulmon y traqueal de cada perro se descongelaron y homogenizaron en medio esencial minimo
(MEM) suplementado con 0,5% de seroalbumina bovina (BSA) y antibiéticos (gentamicina y ciprofloxacina) utilizando
un molino tisular desechable (Kendall, Lifeline Medical Inc., Danbury, CT). Se extrajo el ARN total de los
homogenados de tejido asi como de los extractos de torundas orofaringea y rectal utilizando un kit comercial
(RNeasy® Mini Kit, QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante y se eluy6 hasta un volumen
final de 60 pl en tampdn.

RT-PCR en tiempo real

Se llevé a cabo una RT-PCR en tiempo real cuantitativa sobre el ARN total utilizando el QuantiTect® Probe RTPCR
Kit que contenia ROX como colorante de referencia pasivo (QIAGEN Inc., Valencia, CA) y un primer grupo cebador-
sonda que se dirigia a una region altamente conservada del gen de la matriz (M) del virus de la influenza tipo A
(Payungporn S. y col., 2006a; Payungpom S. y col., 2006b). Para cada reaccion de RT-PCR en tiempo real se
afiadieron 5 pl del ARN total extraido a la mezcla de reaccion que contenia 12, 5 ul de 2X QuantiTech® Probe RT-
PCR Master Mix, 0,25 pl of QuantiTech® RT Mix, cebadores directo e inverso (0,4 uM de concentracién final de
cada uno), sonda (0,1 uM de concentracion final) y agua libre de RNasa en un volumen final de 25 pl. Se utilizaron
reactivos de control TagMan® GAPDH (Applied Biosystems, Foster City, CA) segun las instrucciones del fabricante
para la deteccion de GAPDH como control interno endégeno de la presencia de ARN extraido de las muestras de
torundas y de tejido y como control de normalizacion.

La RT-PCR en tiempo real cuantitativa en una etapa se llevé a cabo sobre las mezclas de reaccion en un Mx3000P®
QPCR System (Stratagene, La Jolla, CA). Las condiciones ciclicas incluia una etapa de transcripcién inversa a 50 °C
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durante 30 minutos, una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos para activar la ADN
polimerasa HotStarTag®, y la amplificacién con 50 ciclos. Cada ciclo de amplificacion incluia la desnaturalizacion a
94 °C durante 15 segundos seguido por hibridacién/extensiéon a 60 °C durante 1 minuto. Las sefales del umbral de
fluorescencia FAM (longitud de onda de emision 518 nm) y VIC (longitud de onda de emisiéon 554 nm) se registraron
al final de cada ciclo. El umbral de ciclo (Ct) se determiné fijando el umbral de fluorescencia (dR) en 1000 en cada
experimento individual. Se utilizé el programa de software Mx3000P® versién 2.0 (Stratagene, La Jolla, CA) para la
adquisicion y analisis de los datos. Los controles positivos consistieron en la amplificacion del ARN extraido del virus
canine/FL/04 (H3N8). Los resultados se normalizaron dividiendo el valor Ct de M por el correspondiente valor Ct de
GAPDH para cada muestra.

Re-aislamiento del virus en los tejidos

Se descongelaron los tejidos congelados de pulmén y traquea de los perros inoculados con el virus y se
homogenizaron en 10 volumenes de DMEM suplementado con 0,5% de BSA y antibidticos. Los restos sélidos se
retiraron por centrifugacion y los sobrenadantes se inocularon a células MDCK cultivadas en DMEM suplementado
con 1 ug/ml de tripsina tratada con TPCK (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) y antibiéticos como se ha descrito
anteriormente. Se cultivaron las células en matraces de 25 cm? a 37 °C en una atmosfera humidificada con 5% de
CO:.. Los cultivos se observaron diariamente para detectar cambios morfolégicos y se recolectaron a los 5 dias post
inoculacion. Los cultivos recolectados se clarificaron por centrifugacion y los sobrenadantes se inocularon en células
MDCK nuevas como se ha descrito para la inoculacion inicial; se llevaron a cabo dos pasajes adicionales para las
muestras que no mostraron evidencia de virus de influenza por hemaglutinacion o RT-PCR. Se determind la
actividad de hemaglutinacion en los sobrenadantes utilizando un 0,5% de gldbulos rojos de pavo como se habia
descrito anteriormente (Crawford y col., 2005). Se llevé a cabo la RT-PCR como se describe posteriormente.

RT-PCR, secuenciacién de nucledtidos, y analisis filogenético

Se extrajo el ARN virico del sobrenadante de MDCK utilizando QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN Inc., Valencia,
CA) segun las instrucciones del fabricante. EI ARN virico se transcribié inversamente a ADNc utilizando el OneStep
RT-PCR Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante. Se llevd a cabo la amplificacién
PCR de la region codificante de 8 genes de influenza virica en el ADNc como se habia descrito anteriormente
(Crawford y col., 2005), utilizando el grupo de cebadores especifico del gen universal (secuencias del cebador
disponible bajo pedido). Las amplificaciones de ADN resultantes se utilizaron como matriz para la secuenciacion
automatica en el secuenciador automatico de ADN ABI PRISM® 3100 utilizando ciclos de secuenciaciéon quimica por
terminador fluorescente (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las secuencias de nucleétidos para los virus
recuperados de perros infectados se compararon con las secuencias del virus en el inéculo para determinar
cualquier cambio que hubiera ocurrido en el tracto respiratorio.

Ejemplo 12 - Enfermedad clinica

Los 6 perros inoculados con el virus desarrollaron una fiebre transitoria (temperatura rectal > 39 °C) durante los 2
primeros dias p.i., pero no mostraron signos respiratorios tales como tos o descarga nasal durante los 6 dias del
periodo de observacion. Los perros inoculados falsamente permanecieron clinicamente sanos.

Ejemplo 13 - Eliminacion de virus

Se detectd nucleoproteina de influenza A en las torundas orofaringeas recolectadas de uno o mas perros inoculados
con el virus a las 24 horas p.i. Las torundas orofaringeas recolectadas de un perro a las 72, 84 y 120 horas p.i. y otro
perro a las 108, 120, y 132 horas p.i., fueron positivas a los virus por RT-PCR en tiempo real (Tabla 11). El nimero
absoluto de copias del gen M de influenza por pl de extracto de torunda aumenté en un periodo de tiempo de 3 a 6
dias p.i. No se detectaron virus en las torundas rectales.

Ejemplo 14 - Examenes post-mortem

Al contrario que con la infeccidon experimental previa utilizando Beagles libres de patdgenos especificos (Crawford y
col., 2005), los perros mestizos inoculados con el virus tuvieron neumonia como se evidencié por los analisis
macroscopicos e histologicos de los pulmones de los dias 1 a 6 p.i. Ademas de neumonia, los perros tenian rinitis,
traqueitis, bronquitis, y bronquiolitis similares a las descritas en los perros infectados naturalmente (Crawford y col.,
2005). Habia necrosis epitelial y erosion del revestimiento de las vias aéreas y glandulas bronquiales con infiltracion
de neutrdfilos y macrofagos en los tejidos submucosos (Figura 5, paneles superiores). La inmunohistoquimica
detectd el antigeno H3 en las células epiteliales de bronquios, bronquiolos, y glandulas bronquiales (Figura 5,
paneles inferiores). No estaba presente superinfeccion bacteriana. Los tejidos respiratorios de los dos perros
inoculados falsamente eran normales.

Ejemplo 15 - Replicacion del virus en traquea y pulmones
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La traquea y los pulmones fueron positivos a los virus por RT-PCR en tiempo real en todos los perros desde el dia 1
al 6 p.i. (Tabla 12). EI numero absoluto de copias del gen M de la influenza por ul de homogenado de traquea
aumentaba del dia 1 al 5 p.i., y luego descendia el dia 6. El nimero absoluto de copias del gen M por pl de
homogenado de pulmén disminuia del dia 1 al dia 6 dias p.i. En general, la traquea contenia > un logip mas virus
que el pulmén en cada uno de los 6 dias p.i.

Tabla 11. Deteccion de eliminacion del virus en la orofaringe de perros mestizos inoculados con virus de la influenza
canina por RT-PCR en tiempo real cuantitativa.

ID del perro Tiempo p.i. (horas)® Relacién M/GAPDH" Gen de la matriz (copias / ul)®
72 1,20 1,57E+02
860 84 1,30 8,25E+02
120 1,23 1,47E+03
108 1,17 1,17E+02
894 120 1,41 1,37E+02
132 1,27 3,74E+02

@ Tiempo al que se recolectaron las torundas orofaringeas de los perros tras la inoculacion con el virus A/canine/FL/
43/04 (H3N8).

® Relaciones de normalizacion que se calcularon dividiendo el (Ct) M por el (Ct) GAPDH para cada extracto de
torunda.

° Numero absoluto de copias del gen de la matriz por ul de extracto de torunda.

Tabla 12. Deteccion de replicacion del virus en la traquea y pulmon de perros mestizos inoculados con virus de la
influenza canina por RT-PCR en tiempo real cuantitativa.

Relacién M/GAPDH" Gen de la Matriz (copias / ul)®
ID del perro Tiempo p.i. (horas)®
Pulmoén Traquea Pulmoén Traquea
797 24 1,20 1,43 8,22E+05 3,11E+04
801 48 1,33 0,99 1,15E+05 6,52E+06
789 72 1,44 1,12 2,39E+04 1,56E+05
819 96 1,40 1,27 3,19E+04 1,43E+05
860 120 1,59 1,04 3,48E+03 1,17E+06
894 144 1,70 1,15 4,78E+02 1,50E+03
@ Tiempo en que se recolectaron los tejidos de los perros después de la inoculacién con virus A/canine/FL/43/04
E’HI%’\ijgi.ones de normalizacion que se calcularon dividiendo (Ct) M por el (Ct) GAPDH para cada homogenado de
ejidos.

° Nuimero absoluto de copias del gen de la matriz por ul de homogenado de tejido.

MATERIALES Y METODOS DE EJEMPLO PARA EL EJEMPLO 16

Cepas viricas

Las cepas del virus de la influenza asi como las de origen aviar, equino y humano (enumeradas en la Tabla 15) se
propagaron en embridon de pollo o en células MDCK y su infectividad se titulé por diluciéon de punto final en
embriones de pollo, o ensayo en placas. La cuantificacion rapida de virus se llevd a cabo por el ensayo de
hemaglutinacion utilizando glébulos rojos de pavo.

Especimenes diagndsticos

Se ensayaron un total de 60 tejidos pulmonares caninos recolectados de casos sospechosos de enfermedad
respiratoria virica durante el afio 2005 para detectar la presencia de virus canino de la influenza.

Extraccion de ARN de las muestras de tejido canino
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Los bloques de tejido pulmonar que pesaban entre 20 y 30 mg se homogenizaron en un molinillo de tejidos
desechable (Kendal). Se extrajo el total de ARN utilizando un kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA) y
se eluyeron en un volumen final de 60 pl, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Diseno de cebadores y sondas

Se llevaron a cabo multiples alineamientos de secuencia de los genes H3 y M de varios subtipos y de diversas
especies utilizando el programa CLUSTAL X (Versién 1.8). Los cebadores de la matriz (M) y las sondas se
seleccionaron de las regiones conservadas de las secuencias conocidas correspondientes con diferentes subtipos
del virus de la influenza A, mientras que el grupo de cebadores y sondas especificos del gen de hemaglutinina H3 se
seleccionaron para coincidir especificamente con los genes del virus de influenza A canina y equina y no coincidir
con los genes homologos aviares y humanos (Tabla 13). Se utilizaron el software de disefio de cebadores (OLIGOS
Version 9.1) y las herramientas de analisis basadas en la red proporcionadas por EXIQON (http://Inatools.com) para
calcular la Tm y predecir la estructura secundaria asi como la autohibridacion. Se utilizé una regién conservada de
un gen ARNr 18S como control interno enddgeno para la presencia de ARN extraido de la muestra de tejido canino.
Se utilizaron los reactivos de ensayo para ARNr 18S de eucariotas Pre-desarrollado TagMan® (VIC/TAMRA)
(Applied Biosystems) para la deteccion en tiempo real de ARNr 18S en las muestras de tejido.

Condiciones de RT-PCR en tiempo real

Se llevé a cabo una RT-PCR en tiempo real de una etapa utilizando el kit Quantitect Probe RT-PCR que contenia
ROX como colorante de referencia pasiva (Qiagen, Valencia, CA). En cada reaccion de RT-PCR en tiempo real, se
usaron 5 um de ARN de la muestra como matriz para combinarlos con la mezcla de reaccion que contenia 10 pl de
2X QuantiTech Probe RT-PCR Master Mix, 0,2 ml de QuantiTech RT Mix, cebadores (0,4 uM conc. final para el gen
H3 0 0,6 uM de conc. final para el gen M), sonda (0,1 uM conc. final para el gen H3 0 0,2 uM conc. final para el gen
M) y agua libre de RNasa en un volumen final de 20 pl. Se llevé a cabo la RT-PCR en tiempo real en el sistema
Mx3005P Real-Time QPCR (Stratagene). Las condiciones de ciclado incluyen una etapa de transcripcion inversa a
50 °C durante 30 minutos. Tras una etapa inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 minutos con el fin de
activar la ADN polimerasa HotStarTaq, se llevd a cabo la amplificacion durante 40 ciclos incluyendo una
desnaturalizacion (94 °C durante 15 segundos) y una hibridacién / extensién (60 °C durante 30 segundos). Las
sefiales de fluorescencia de FAM (longitud de onda de emision 516 nm para la detecciéon de H3 y M) y VIC (longitud
de onda de emisidon 555 nm para la deteccion de ARNr 18S) se obtuvieron una vez por ciclo al final de la etapa de
extension. La adquisicion y analisis de datos del ensayo de PCR en tiempo real se llevaron a cabo utilizando el
software Mx3005P version 2.02 (Stratagene).

Especificidad del grupo cebadores/sonda para H3 para la influenza canina (H3N8) vy la universalidad del grupo de
cebadores/sonda de M para el virus de la influenza tipo A

Con el fin de ensayar la especificidad de cada grupo cebadores/sonda, se utilizd el ARN extraido de varios subtipos
conocidos de virus de influenza A como matriz en el ensayo RT-PCR en tiempo real (Tabla 15).

ARN de referencia para la determinacion de la actuacion de la RT-PCR en tiempo real

Los genes del virus de la influenza canina A (A/canine/Florida/242/2003(H3N8) se utilizaron para generar las
amplificaciones PCR para H3 (nt 1-487) y M (nt 1-276) utilizando cebadores unidos con el promotor T7 (Tabla 13).
Luego, las amplificaciones PCR de los genes H3 y M se utilizaron como matrices para la transcripcion in vitro
utilizando el sistema-T7 de transcripcion in vitro Riboprobe (Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La concentracion de los ARN transcritos se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm. Los ARN se diluyeron
entonces en series de 10 veces, variando de 10%a 10 copias/ pl para realizar los ensayos de sensibilidad. Ademas,
se generd una curva de referencia trazando el log de las concentraciones iniciales de la matriz ARN (copias/ )
contra el umbral de ciclo (Ct) obtenido de cada dilucién con el fin de determinar la actuacion total de la RT-PCR en
tiempo real.

Ensayos comparativos de sensibilidad entre RT-PCR en tiempo real y el ensayo con el kit Directigen Flu

Se utilizaron virus almacenados de dos cepas viricas que incluian A/Wyoming/3/2003 (H3N2) a 10%°%” EIDso/ml
(HA=64) y Alcanine/Florida/242/2003(H3N8) a 10”"" EIDsy/ml (HA=16) para el ensayo del umbral de deteccién. Se
utilizaron diluciones logaritmicas de especimenes en solucién salina tamponada de fosfato (PBS) (125 ul) en un kit
rapido de deteccion de antigeno de influenza A, Directigen Flu A, (Becton, Dickinson and Company) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Cada dispositivo de test Directigen Flu A, tiene una mancha de influenza H1N1 en el
centro de la membrana que desarrolla un punto purpura e indica la integridad del ensayo, que se basa en un
anticuerpo contra la nucleoproteina (NP). El desarrollo de un triangulo purpura alrededor del punto indica la
presencia de NP en el especimen ensayado. La intensidad de la sefial purpura del triangulo se valora como +
(encuadra el triangulo), ++ (triangulo ligeramente coloreado), +++ (triangulo purpura oscuro) y ++++ (triangulo
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purpura muy oscuro). Se extrajo el ARN virico de alicuotas de 125 pl de cada dilucién de virus utilizando el mini kit
QlAamp Viral RNA (Qiagen, Valencia, CA) y se eluyeron en un volumen final de 50 pl. Se ensayd un volumen de 5 ul
de los ARN del extracto virico por RT-PCR en tiempo real para el ensayo comparativo de sensibilidad con el kit
Directigen Flu A.

Ejemplo 16

El ensayo RT-PCR en tiempo real para la influenza canina se basa en la informacion de tres sondas moleculares
que se dirigen al ARNr de la célula huésped asi como a M y H3 del genoma del virus de la influenza A (Tabla 14). La
amplificacion el gen huésped es un reflejo de la calidad y la integridad del especimen. Se espera que las muestras
clinicas, de necropsia o de laboratorio que contienen virus de influenza (H3N8) den lugar a una sefal de
amplificacion con las tres sondas. Los especimenes que dan lugar a una sefial de amplificacién con sondas de M y
de ARNTr 18S pero negativas a H3 serian indicativas de un virus de influenza subtipo H3 de origen humano, porcino
o aviar o de subtipos no H3. Estos raros casos se podrian resolver por RT-PCR utilizando cebadores universales HA
para generar una amplificacion ADNc que se pueda analizar por secuenciacion. Los especimenes recolectados y
manejados apropiadamente que carecen de virus de influenza A dan lugar a amplificacion de sefial de ARNr 18S
solamente. Las situaciones en las que solo la sonda ARNr 18S y las sondas H3 dan lugar a sefal de amplificacion
indican una técnica equivocada, a menos que se pruebe otra cosa; se tiene que demostrar o bien un falso negativo
con sondas M o falso positivo para H3. Finalmente, los especimenes que no dan lugar a sefiales de amplificacion
con las tres sondas son indicativos de recoleccion deficiente, degradacion, falta de extraccion de ARN o la presencia
de inhibidores de las polimerasas utilizadas en la PCR.

Con el fin de ensayar la especificidad del grupo de cebadores/sonda H3 para el virus de la influenza canina A
(H3N8) y la universalidad del grupo de cebadores /sonda M para la influenza tipo A, se ensayaron varios subtipos de
virus de influenza tipo A por RT-PCR en tiempo real. Los resultados muestran que el grupo de cebadores/sonda H3
daban lugar a solamente sefial de amplificacion positiva con influenza canina (H3N8). No se observaron falsos
positivos significativos ni sefiales de amplificacion no especificas en otros subtipos o cepas H3 humanas. El grupo
cebadores/sonda M daba lugar a sefial de amplificacion positiva con todas las cepas ensayadas (Tabla 15). Estos
resultados indicaban que los cebadores/sonda H3 detectan especificamente el virus de la influenza A canina (H3N8)
mientras que los cebadores/sonda M detectan multiples subtipos de virus de influenza A.

Se evaluod la actuacion de los ensayos RT-PCR por dilucion de punto final de los ARN transcritos in vitro M 'y H3.
Como se esperaba, el umbral del ciclo (Ct) aumentaba en relacién directa con la dilucion de los ARN de referencia.
Las sefiales fluorescentes se pueden detectar en las diluciones de ARN de referencia de M y H3 tan bajas como de
10° y 10% copias/ pl, respectivamente (Figura 6 A y 6B). Las curvas de referencia de los genes M y H3 se
construyeron representando el log de las concentraciones de ARN de entrada contra el umbral de ciclo (Ct) obtenido
de cada dilucion (Figura 6C y 6D). La pendiente de la curva de referencia se utiliza para determinar la eficacia de la
reaccion PCR, lo que es tedricamente exponencial; el 100% de eficacia de amplificacion implicaria doblar la
concentracion de la amplificaciéon cada ciclo. Las curvas de referencia con una pendiente entre aproximadamente -
3,1y -3,6 son aceptables tipicamente para la mayoria de las aplicaciones que necesitan una cuantificacion precisa
(90-110% de eficacia de la reaccién). Un valor Rsq es el ajuste de todos los datos al grafico de la curva de
referencia. Si todos los datos estan perfectamente en la linea, el Rsq sera de 1,00. Segun los datos caen lejos de la
linea, el Rsq desciende. Un valor Rsq > 0,985 es aceptable para la mayoria de los ensayos. La curva de referencia
M revelaba una pendiente de -3,576 (eficacia = 90,4% y Rsq = 1,00 mientras que la curva de referencia H3 da lugar
a una pendiente de -3,423 (eficacia = 95,9%) y Rsq = 0,999. Estos valores indican una eficacia de amplificacion y
actuacion total de la RT-PCR en tiempo real satisfactorias. Los inventores atribuyen la disminucion de eficacia y
sensibilidad del grupo de los cebadores/sonda M al compararse con el grupo de cebadores/sonda H3 a la
degeneracion de N veces de las secuencias del cebador M que se necesitan para asegurar una amplia cobertura de
la variabilidad de las secuencias del gen M a través de los virus de multiples subtipos, huéspedes vy linajes.

La sensibilidad del ensayo RT-PCR en tiempo real se compar6 también con el ensayo de deteccion de antigeno
rapido comercial (Directigen Flu A). Las diluciones logaritmicas de A/Wyoming/3/2003 (H3N2) vy
Al/canine/Florida/242/2003(H3N8) se analizaron con Directigen Flu A y por RT-PCR en tiempo real. Los resultados
de Directigen Flu A mostraban que las sensibilidades contra ambas cepas viricas aproximadamente estaban en
diluciones de 100 veces la de los virus almacenados utilizados en estos experimentos (Fi%ura 7). Las sefales (de
color purpura) generadas por las muestras de virus canino (A/canine/Florida/242/2003: 10°x UFP/mI) eran mucho
mas débiles que las encontradas en el virus humano (A/Wyoming/3/2003: 10”* UFP /ml), de acuerdo con la menor
concentracion de virus en estas muestras. De manera alternativa, la sefial mas baja de la influenza canina podria
atribuirse a la especificidad molecular de los anticuerpos monoclonales contra la NP; es decir, pobre conservacion
de los aminoacidos en el epitopo NP de virus de influenza canina A.

La RT-PCR en tiempo real del gen M daba lugar a valores Ct por encima del umbral con los virus 10 y 30
equivalentes UFP por reaccion de A/canine/Florida/242/2003 y A/Wyoming/3/2003, respectivamente (Tabla 16). Las
diferencias entre el valor de la sensibilidad de dos cepas viricas son debidas a diferencias en los titulos viricos
originales. La comparacion de deteccion del gen H3 entre los virus de influenza humana y canina no se realizé
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debido a que los cebadores/sonda H3 en el ensayo RT-PCR amplifican exclusivamente el virus de la influenza A
canina. La RT-PCR era 10° veces mas sensible que el kit de deteccion de antigeno rapido.

Para evaluar la actuacion del ensayo RT-PCR en los especimenes de necropsia de perros con enfermedad
respiratoria aguda, sesenta muestras de tejido pulmonar canino remitidas durante el afio 2005 se ensayaron para
detectar la presencia de virus de influenza canina A por RT-PCR en tiempo real. Un total de 12 de las 60 muestras
(20%) eran positivas para ambos genes M y H3 mientras que las restantes 48 muestras daban lugar a un resultado
negativo para ambos genes M y H3. Los intentos de aislamiento se llevaron a cabo por inoculacién en embrion de
pollo y en células MDCK, para evaluar la especificidad del ensayo en tiempo real; 2 de las 12 muestras que fueron
positivas para influenza canina por RT-PCR dieron lugar a virus de influenza canina (datos no mostrados,
manuscrito en preparacion). Aunque todos los tejidos se recolectaron de perros con una historia de enfermedad
respiratoria grave, la mayoria de las muestras no daban lugar a virus de la influenza canina por PCR en tiempo real
o por aislamiento convencional, sugiriendo una alta incidencia de otros patdgenos respiratorios tales como
Bordetella bronchiseptica, moquillo canino o virus de la parainfluenza. El ensayo RT-PCR en tiempo real en una
etapa del presente documento proporciona una estrategia rapida, sensible y barata para la deteccion del virus de la
influenza canina A (H3N8). El diagndstico de laboratorio rapido de infecciones por virus de influenza canina A
(H3N8) en un estado precoz de la enfermedad puede dar informacion relevante del paciente clinico y el manejo en
las instalaciones.

Tabla 13: Cebadores y sondas que se utilizan para la deteccién por RT-PCR en tiempo real y transcripcion in vitro

Norgll_ore de Tipo Diana Secuencia * Aplicacion
igo
PCR en tiempo
Cebador H3 (nt 387- ) ) 0
Ca-H3-F387 directo 406) 5’-tatgcatcgctccgatccat-3’ (SEC ID N° 79) real
Cebador H3 (nt 487- ) ) 0
Ca-H3-R487 directo 467) 5’-gctccacttctteegttttga-3’ (SEC ID N° 80)
Ha. Sonda H3 (nt430- [FAM-aattcacagcagagggattcacatggacag-BHQ1 (SEC
Ca-H3-P430 | 1oqMan  |459) ID N° 81)
PCR en tiempo
Cebador M (nt 151- ) ) 0
FluA-M-F151 directo 174) 5’-catggartggctaaagacaagacc-3’ (SEC ID N° 82) real
Cebador M (nt 276- ) ) 0
FluA-M-R276 directo 253) 5’-agggcattttggacaaakcgtcta-3’ (SEC ID N° 83)
Sonda LNA M (nt 218
FluA-M-P218 |TagMan ng‘) - FAM-acgcTcaccgTgeccAgt-BHQ1 (SEC ID N° 84)
Cebador Transcripcion
H3-F1 directo H3 (nt 1-14) |5-tattcgtctcagggagcaaaagcagggg-3’ (SEC ID N° 85) (/n vitro
Cebador T7 /H3 (nt 5’-tgtaatacgactcactatagggctccacttcticcgttttga-3’
T7/H3-R490 | jirecto 487-467)  |(SEC ID N° 86)
) , Transcripcion
i Cebador ) 5’-gatcgctcttcagggagcaaaagcaggtag-3’' (SEC ID N° .
M-F1 directo M (nt 1-15) 87) In vitro
T7/M-R276 Cebador M (nt 276- 5'-tgtaatacgactcactatagggcattttggacaaagcgtc-3

directo 253) (SEC ID N° 88)

* Nota: Celdas superiores = LNA (Acido nucleico bloqueado) restos, r = a o g, k= g o t, subrayado = secuencia de
promotor T7

Tabla 14: Interpretacion del ensayo RT-PCR en tiempo real
Resultados
Interpretacion
M H3 ARNr18S
Positivo al virus influenza A (H3N8) canina + + +
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Tabla 14: Interpretacion del ensayo RT-PCR en tiempo real

Resultados
Interpretacion
M H3 ARNr18S
Positivo al virus influenza A (subtipo desconocido) + - +
Negativo al virus influenza A - - +
Error en la extraccién de ARN o presencia de ) ) )
inhibidor en PCR

Tabla 15: Ensayo de especificidad del grupo de cebadores/sonda H3 canino y universalidad del grupo de
cebadores/sonda M con varios subtipos de virus de la influenza A

Deteccion RT-PCR en tiempo real
Subtipos Nombre de la cepa Huésped
gen H3 (Ct) gen M (Ct)
A/Ohio/1983 Humano No Ct 15,40
1 A/WSN/1933 Humano No Ct 20,09
A/Wyoming/3/2003 Humano No Ct 28,85
H3 AlVictoria/3/1975 Humano No Ct 16,62
A/Canino/FL/242/2003 Canino 28,43 29,25
Turkey/MN/1066/1980 Aviar No Ct 17,49
i Muestra clinica* Aviar No Ct 20,87
A/Chicken/Thailand/CUK2/2004 Aviar No Ct 20,13
o A/Pheasant/NJ/1335/1998 Aviar No Ct 16,64
H6 Muestra clinica* Aviar No Ct 19,52
Muestra clinica* Aviar No Ct 25,64
10 Muestra clinica* Aviar No Ct 19,59
Muestra clinica* Aviar No Ct 15,72
s Muestra clinica* Aviar No Ct 24,55

* Notese que los subtipos de las muestras clinicas se confirmaron por secuenciaciéon de nucleétidos.

Tabla 16: Ensayo comparativo de sensibilidad para el virus de la influenza A de deteccion entre RT-PCR en tiempo
real y Directigen Flu A

Diluciones del Directigen Flu A RT-PCR en tiempo real de M (Ct)
virus Alcanine/242/03 A/Wyoming/3/03 Alcanine/242/03 A/Wyoming/3/2003
10™ ++ e+t 22,42 19,48
102 + +H+ 25,85 22,66
10° - - 29,27 25,76
10 No se hizo No se hizo 32,66 28,66
10 No se hizo No se hizo 35,48 33,14
10 No se hizo No se hizo 37,51 35,06
10 No se hizo No se hizo 39,09 36,44
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Tabla 16: Ensayo comparativo de sensibilidad para el virus de la influenza A de deteccion entre RT-PCR en tiempo
real y Directigen Flu A

Directigen Flu A RT-PCR en tiempo real de M (Ct)

Diluciones del

virus Alcanine/242/03 A/Wyoming/3/03 Alcanine/242/03 A/Wyoming/3/2003
108 No se hizo No se hizo No Ct 38,93
Tabla 17.

Clase de Aminoacido

Ejemplos de aminoacidos

No polar Ala, Val, Leu, lle, Pro, Met, Phe, Trp
Sin carga Polar Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, GIn
Acido Asp, Glu
Basico Lys, Arg, His
Tabla 18.
Simbolo de Aminoacido Simbolo de Aminoacido
letra letra
A Alanina M Metionina
B Asparagina o acido aspartico N Asparagina
C Cisteina P Prolina
D Acido Aspartico Q Glutamina
E Acido Glutamico R Arginina
F Fenilalanina S Serina
G Glicina T Treonina
H Histidina \% Valina
I Isoleucina w Triptéfano
K Lisina Y Tirosina
L Leucina 7 Glutamlr)a 0 acido
glutédmico

Tabla 19. Diferencias de aminoacidos entre prot'el'nas PB2 de virus H3N8 de influenza equina y
canina
Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04
5 K K E
12 S L L
37 G G E
175 R R I
374 L I I
375 R R K
447 Q H
Tabla 20. Diferencias de aminoacidos entre protginas PB1 de virus H3N8 de influenza equina y
canina
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Tabla 20. Diferencias de aminoacidos entre proteinas PB1 de virus H3N8 de influenza equina y

canina

Posicion

Consenso Equina *

Canine/FL/03

Canine/FL/04

114

Vv

154

221

G
T

G
T

317

D
A
M

459

682

Tabla 21. Diferencias de aminoacidos entre proteinas PA del virus H3N8 de influenza equina y

canina
Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04
27 D N N
62 I V V
213 R K K
337 A T T
343 A E E
345 L I I
353 K R R
400 T T A
450 V I I
460 M M I
673 R R
675 N D

*Basado en los genes de virus disponibles aislados entre 1963 y 1998.

Tabla 22. Diferencias de aminoacidos entre proteinas NP de virus H3N8 de influenza equina y

canina
Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04

16 G D D
157 A T T
214 R R K
285 \Y V I
286 A T T
359 A T T
375 D D N
384 R K K
452 R K K
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Tabla 23. Diferencias de aminoacidos entre pro.tel'nas NA de virus H3N8 de influenza equina y
canina

Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04
9 AT T A
12 S F F
20 L I I
40 G R R
42 G D D
46 N K K
52 E E K
61 R K K
69 N S S
72 E K K
201 V I I
261 I V V
301 I I V
396 N D D
397 L P P

Tabla 24. Diferencias de aminoacidos entre pro.tel’nas M1 de virus H3N8 de influenza equina y
canina

Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04
M1 161 S S A
M1 208 K/Q R R

* Basado en los genes de virus disponibles aislados entre 1963 y 1998.

Tabla 25. Diferencias de aminoacidos entre protginas NS1 de virus H3N8 de influenza equina y
canina
Posicion Consenso Equina * Canine/FL/03 Canine/FL/04
44 K R R
59 R H H
71 E K K
86 A T T
88 R R L
140 R G G
216 P S S
* Basado en los genes de virus disponibles aislados entre 1963 y 1998.

Ejemplo 17- Desarrollo del modelo de desafio a la influenza canina

Se observo que el virus de la influenza canina (gripe canina), que se aislé de los brotes de gripe en Florida, era un
virus de influenza tipo H3N8, y estrechamente relacionado con la cepa del virus de la gripe equina A/equine/Ohio/03
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(Crawford y col., SCIENCE Vol. 309, septiembre de 2005, incorporado por referencia en su totalidad en la presente
patente). El potencial del uso del virus de la gripe equina A/equine/Ohio/03 para inducir una enfermedad similar a la
influenza en los perros se investigd en este estudio.

Procedimiento:

Se obtuvieron diez beagles de 13 semanas de edad con sexos mezclados de un suministrador comercial, y se
alojaron en jaulas individuales en unas instalaciones BSL-2. Los perros se asignaron aleatoriamente en dos grupos
de 5 perros cada uno. Como se muestra en la Tabla 26, un grupo se sometié a desafio intratraqueal, y el otro grupo
a desafio oronasal. Los perros se desafiaron a las 14 semanas de edad.

Tabla 26: Disefio experimental

Grupo Eumero de Via del desafio
erros

1 5 Intratraqueal

2 5 Oronasal

Se utilizé un virus de gripe equina A/equine/Ohio/03 cultivado en cultivos celulares como virus de desafio. Para el
desafio intratraqueal, el virus de desafio se administré por un tubo de suministro, que consistia en un tubo traqueal
con manguito (de tamafio 4,0/4,5, Sheridan, EE. UU.) y un tubo de alimentacién (tamafio 5 Fr., 1,7 mm/ 41
centimetros de Iongitud, Kendall, EE. UU.) en un volumen de 0,5 a 1,0 ml. Para el desafio Oronasal, el virus de
desafio (10" a 10° TCIDso por perro) se administré en forma de rocio utilizando un nebulizador (nebulizador
ultrasoénico DeVilbiss Ultra-Neb®99, Sunrise Medical, EE. UU.) en un volumen de 2 a 3 ml.

Los perros se observaron para detectar signos clinicos relacionados con gripe durante 14 dias tras el desafio y se
determind el titulo de HI utilizando el virus de influenza equina H3N8 con un protocolo de referencia (SAM 124, CVB,
USDA, Ames, IA). Se les practico a todos los perros la eutanasia humanitariamente y se recolectaron los tejidos
pulmonares en formalina tamponada al 10% para la evaluacion histopatolégica.

Resultados:

Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla 27. Los signos clinicos relacionados con influenza se
observaron en unos cuantos perros tras el desafio. Estos signos incluian fiebre (> 103 °F; > 39 °C) y tos. Dos de 5
perros (es decir, el 40%) tenian fiebre (> 103 °F; > 39 °C) en el Grupo 1, en comparaciéon con 1 de 5 (es decir, el
20%) perros en el Grupo 2. Un perro del grupo del desafio Oronasal habia estornudado, y otro tenia tos después del
desafio. Se observo un intervalo de titulos de HI de 10 a 80, con una media geométrica del titulo (GMT) de 20 en el
Grupo 1. Se observo un intervalo de titulo de 40 a 160, con un GMT de 86 en el Grupo 2. Un perro de cada grupo
tenia lesiones histopatologicas compatibles con o patognomonicas de influenza.
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Ejemplo 18 - Eficacia de una vacuna de virus de influenza equina para los perros

Se observo que el virus de influenza canina (gripe canina) aislado de los brotes de gripe en Florida era un virus de
influenza tipo H3N8, y que estaba estrechamente relacionado con el virus de gripe equina A/equine/Ohio/03
basandose en su similitud de secuencia. El siguiente estudio se realizd para determinar la eficacia de una vacuna
inactivada experimental del virus de la influenza equina.

Procedimiento:
Se obtuvieron nueve beagles de 7 semanas de edad de sexos mezclados en un suministrador comercial, y se

alojaron en jaulas individuales en instalaciones BSL-2. Estos perros se asignaron aleatoriamente en dos grupos,
como se resume en la Tabla 28:

Tabla 28: Disefio Experimental

Grupo | Numero de Perros Tratamiento
1 5 Vacuna
2 4 Control

El primer grupo consistia en 5 perros, que habian sido vacunados con una vacuna inactivada del virus de gripe
equina A/equine/Ohio/03, adyuvada con CARBIGEN™ a las 8 y a las 12 semanas de edad por via subcutanea (SC).
El A/equine/Ohio/03 se inactivd con etilenimina binaria (“BEI”) utilizando un método de referencia. Cada dosis de la
vacuna contenia un 5% por masa de CARBIGEN™, 4096 unidades de HA del virus inactivado, suficiente PBS para
dar un volumen total de la dosis de 1 ml, y suficiente NaOH para ajustar el pH entre 7,2 y 7,4. Se recolectaron
muestras de suero de todos los perros el dia de la primera y segunda vacunaciones y el dia 7 y 14 tras la primera y
tras la segunda vacunacion, y en el pre-desafio, para determinar el titulo de HI utilizando un virus H3N8 de la
influenza equina por el protocolo de referencia (SAM 124, CVB, USDA, Ames, IA). A las 3 semanas tras la segunda
vacunacion, los 5 perros vacunados y el segundo grupo (es decir, el grupo control) que consistia en 4 perros de
edad coincidente se desafiaron por via oronasal con un virus A/equine/Ohio/03 de la influenza equina (107 a 10°
TCIDsp por perro) en un volumen de 1-2 ml por dosis. El virus de desafio se administré a los perros en forma de
rocio utilizando un nebulizador (nebulizador ultrasénico DeVilbiss Ultra-Neb®99, Sunrise Medical, EE. UU.). Los
perros se observaron para detectar signos clinicos relacionados con la gripe durante 14 dias tras el desafio. Se les
practicé la eutanasia humanitariamente a cinco perros (3 vacunados y 2 controles) a los 7 dias tras el desafioy a 4
perros (2 controles y 2 vacunados) 14 dias tras el desafio para la recoleccion de tejidos pulmonares en formalina al
10% para su evaluacion histopatolégica.

Resultados:

Los resultados de este experimento estan resumidos en las Tablas 29 y 30. Todos los perros vacunados mostraban
seroconversion después de la vacunaciéon. Se observé un intervalo de resultados de titulos HI de 40 a 640, con un
GMT de 129, durante el periodo post-vacunacién con virus A/equine/Ohio/03 de influenza equina, y se observo un
titulo de HI de 160 a 320, con una media geométrica del titulo de 211, con el aislado de gripe canina
Alcanine/Florida/242/03. Dos de 6 vacunados tuvieron fiebre >103°F (>39,4°C) durante un dia y no se observo
ningun otro signo clinico en ninguno de los perros después del desafio.

Conclusion:

Todos los perros vacunados respondieron a la vacuna inactivada de influenza equina, adyuvada con CARBIGEN™.
Los resultados de los titulos HI con un virus aislado de influenza canina sugieren que la vacuna inactivada de
influenza equina inducia un nivel detectable de anticuerpos de reacciéon cruzada contra el virus de la influenza
canina. Incluso aunque se utilizé el virus de desafio en estos no indujo enfermedad clinica aparente en los perros
beagle, basandose en el titulo HI con un aislado de virus de influenza canina, se concluyd que la vacuna inactivada
equina podia utilizarse en perros para inducir anticuerpos de reaccion cruzada, que podian proteger potencialmente
a los perros contra la enfermedad de “gripe canina” producida por virus tipo H3N8 de la influenza canina.

Tabla 29. Serologia — Titulos HI Pre- y post-vacunacion y post-desafio

Titulos HI
Perro* Grupo Post-1" vacunacién Post-2 vacunacién Post-desafio*
Pre-vacunacion
7-d 14-d 7-d 14-d 21-d 7-d 14-d
AKT Vacunado** <10 40 80 640 640 640 320 320
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Tabla 29. Serologia — Titulos HI Pre- y post-vacunacion y post-desafio

Titulos HI
Perro* Grupo Post-1" vacunacién Post-2 vacunacién Post-desafio*
Pre-vacunacion

7-d 14-d 7-d 14-d | 21-d 7-d 14-d
ALH Vacunado** <10 40 80 320 160 160 80 el
ALU Vacunado** <10 40 80 320 160 160 80 80
ANJ Vacunado** <10 40 80 320 160 80 320 o
ANU Vacunado** <10 40 80 320 160 80 160 o
AJW Control <10 <10 <10 10 <10 | <10 10 o
AKR Control <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 10 o
ALZ Control <10 <10 <10 <10 | <10 <10 20 20
ARC Control <10 <10 <10 <10 | <10 <10 10 10

* Los animales se desafiaron con un aislado Ohio 03 de gripe equina
** Se utilizd para la vacunacion una vacuna inactivada del virus Ohio 03 de gripe equina adyuvada con
CARBIGEN

*** Se practico la eutanasia 7-dias post-desafio

Tabla 30. Desafio con gripe canina* - signos clinicos, aislamiento del virus, resultados de la histopatologia

ID del |Grupo de Signos Aislamiento del Virus Lesion microscopica
perro Tratamiento Clinicos (histopatologia)
Torunda Raspado Tejidos
Nasal Traqueal pulmonares

AKT Vacunado** ninguno negativo negativo |negativo negativo
ALH Vacunado** ninguno negativo negativo |negativo negativo
ALU Vacunado** ninguno negativo negativo |negativo negativo
ANJ Vacunado** ninguno negativo negativo |negativo negativo
ANU Vacunado** ninguno negativo negativo |negativo negativo
AJW Control ninguno negativo negativo |negativo negativo
AKR Control ninguno negativo negativo |negativo negativo
ALZ Control ninguno negativo negativo |negativo negativo
ARC Control ninguno negativo negativo |negativo negativo

* Los animales se desafiaron con un aislado Ohio 03 de gripe equina .
** Se utilizé para la vacunacion vacuna inactivada del virus Ohio 03 de gripe equina y adyuvada con CARBIGEN

Ejemplo 19 - Eficacia de una vacuna de virus de influenza equina para perros

El virus de la influenza canina aislado en los brotes de gripe en Florida se caracterizaba por estar estrechamente
relacionado con varios aislados del virus de influenza equina tipo H3N8. Por analisis de similitud de secuencias de
ADN y aminoacidos se demostré que el virus de la influenza canina era muy similar al virus de la influenza equina
Alequine/Ohio/03. Se llevd a cabo el siguiente estudio en perros, para determinar la eficacia de vacunas equinas
disponibles comercialmente en perros.

Procedimiento:

Se utilizaron en este estudio 20 mestizos y 20 beagles de aproximadamente 16 meses de edad, de sexos
mezclados. Los perros se asignaron aleatoriamente en 6 grupos (Tabla 31) de 6-7 perros cada uno. Los perros de
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los grupos 1y 5 se vacunaron con una vacuna inactivada de influenza equina adyuvada disponible comercialmente
(EQUICINE ™ Intervet Inc., Millsboro, DE) a los 16 y 17 meses de edad por via subcutanea (SC). Los perros de
los grupos 2 y 5 se vacunaron con una vacuna de influenza viva modificada de equine/Kentucky/91 en un volumen
de 1 ml por via intranasal (un unico orificio nasal). Se recolectaron muestras de sangre el dia de la vacunacion, el
dia 7 y 14 tras la primera vacunacion (grupos 1, 2, 4, y 5) y tras la segunda vacunacion (grupos 1 y 4) para
determinar el titulo de HI utilizando el virus de influenza equina H3N8 y un virus de influenza canina con un protocolo
de referencia (SAM 124, CVB, USDA, Ames, IA).

Los vacunados (a los 72 dias después de la vacunacion final)gl los controles se desafiaron por via oronasal con un
virus A/equine/Ohio/03 cultivado en un cultivo celular (107 a 10" TCIDsp por perro) en un volumen de 1-2 ml. El virus
de desafio se administré a los perros en forma de rocio utilizando un nebulizador (nebulizador ultrasénico DeVilbiss
Ultra-Neb®99, Sunrise Medical, EE. UU.). Los perros se observaron para detectar signos clinicos relacionados con
la influenza durante 12 dias post-desafio. Las torundas nasales y orofaringeas se recolectaron en medio MEM de
Earl con antibiéticos (neomicina y polimixina B) diariamente desde el dia -1 al dia 12 post-desafio para el aislamiento
del virus. La presencia de virus en las torundas indicaba que el animal estaba excretando el virus en secreciones
nasales/orales. A todos los perros se les practicd la eutanasia humanitariamente el dia 12 post-desafio y se
recolectaron los tejidos pulmonares en formalina tamponada al 10% para la evaluacion histopatologica.

Tabla 31. Disefio Experimental

Grupo Numero de perros |Raza Tratamiento Numero de dosis |Via de vacunacion
1 7 Beagle EQUICINE II™" 2 Subcutanea

2 7 Beagle AKY/91™ 1 Intranasal

3 6 Beagle Control N/A* N/A*

4 7 Mestizo EQUICINE II™ 2 Subcutanea

5 7 Mestizo A/KY/91 1 Intranasal

6 6 Mestizo Control N/A* N/A*

* No aplicable

** EQUICINE I esta comercializado por Intervet Inc. como una vacuna liquida. EQUICINE II™ contiene virus
A/Pennsylvania/63 de influenza (o "A/Pa/63") y virus A/equine/Kentucky/93 de influenza (o "A/KY/93") con carbopol
(es decir, HALOGEN® (Intervet Inc.). Mas especificamente, una dosis of EQUICINE 11" contiene: A/Pa/63 a 10°°
ElDso inactivado, A/KY/93 at 1087 EIDso, inactivado, carbopol 0,25% por volumen, y suficiente PBS para crear un
volumen total de 1 ml.

*** AJKY/91 es una vacuna desecada por frio que se reconstituia con agua. Tal reconstitucion se realizaba utilizando
agua de calidad para vacunas suficiente para dar una dosificacion vacunal a un volumen total de 1 ml. La vacuna
contenia virus equine/Kentucky/91 influenza (o "A/KY/91"), y se trata por ejemplo en las Patentes de EE. UU. N°°
6.436.408; 6.398.774; y 6.177.082, que se incorporan por referencia en su totalidad en la presente patente. Cuando
se reconstituye, una dosis de la vacuna contiene A/KY/91 at 10”2 TCIDso por ml, 0,015 gramos de N-Z AMINE AS™
por ml, 0,0025 gramos de gelatina por ml, y 0,04 gramos de D lactosa por ml. La N-Z AMINE AS™ es una fuente
refinada de aminoacidos y péptidos producidos por hidrélisis enzimatica de la caseina. N-Z AMINE AS™ se
comercializa por Kerry Bio-Science (Norwich, NY, EE. UU.).

Resultados:

Todos los perros vacunados mostraron seroconversion después de la vacunacion vy los titulos HI oscilaban de 10 a
80 para el grupo de perros vacunados con EQUICINE II™ al compararse con 10 a 40 para el grupo de perros
vacunados con A/KY/91 que utilizaba un virus de la influenza equina (tipo H3N8).

Las muestras recolectadas a las 2 semanas tras la vacunacion (tras la segunda vacunacion de la vacuna EQUICINE
[I™) se analizaron para la determinacion del titulo HI con un virus de influenza canina asi como con un virus de
influenza equina (tipo H3N8). Los resultados de HI se muestran en la Tabla 32. Los signos clinicos incluian fiebre
(>103°F; >39,4°C) tos ocasional, y descarga nasal leve que se observé después del desafio.

Tabla 32. Serologia — Titulos de HI a las 2 semanas post-vacunacion

Grupo|Numero de perros| Raza |Tratamiento Titulo de Hl con

50



10

15

20

25

30

35

40

ES 2496315713

Tabla 32. Serologia — Titulos de HI a las 2 semanas post-vacunacion

Grupo|Numero de perros| Raza |Tratamiento Titulo de Hl con
Virus de influenza Equina|Virus de influenza Canina
Intervalo GMT Intervalo GMT

1 7 Beagle [Equicine II™[10-80 36 10-80 33

2 7 Beagle |A/KY/91 10-20 12 20-160 54

3 6 Beagle |Control N/A* N/A* N/A* N/A*

4 7 Mestizo|Equicine 11™|40-80 54 40-80 50

5 7 Mestizo| A/KY/91 10-40 24 40-80 49

6 6 Mestizo| Control N/A* N/A* N/A* N/A*

* No aplicable

Entre los beagles, 2 de 6 perros del grupo vacunado con EQUICINE [I™ (Grupo 1), 1 de 7 perros en el Grupo 2 de la
vacuna A/KY/91 y 2 de 6 perros del grupo control (Grupo 3) tuvieron fiebre. Uno de 6 perros del Grupo 3 (control) era
positivo al virus en el sobrenadante del cultivo celular del material de las torundas nasales por el ensayo de
hemaglutinacion con 0,25% de gldbulos rojos de pollo (CRBC). Uno de 6 perros del grupo de control (Grupo 3) y 1
de 7 perros en el grupo de la vacuna A/KY/91 (Grupo 2) tenia descarga nasal leve durante el periodo de observacion
post-desafio. No habia significacion estadistica (p> 0,05) entre los grupos de control y grupos de vacunas de perros
Beagle.

Entre los mestizos, 5 de 7 perros en el grupo de la vacuna EQUICINE II™ (Grupo 4), 1 de 7 perros en el grupo de la
vacuna A/KY/91 (Grupo 5) y 5 de 6 perros del grupo control (Grupo 6) tuvieron fiebre. Un perro de cada uno de los
Grupos 4 y 6 tuvieron descarga nasal leve, y un perro del Grupo 5 tuvo tos ocasional. Dos de 7 perros en el grupo de
la vacuna EQUICINE II™ (Grupo 4) y 3 de 6 perros del grupo control (Grupo 6) eran positivos al virus de influenza
en las torundas nasales por el ensayo HA. Ninguno de los perros del grupo A/KY/91 (Grupo 5) fue positivo al virus
de influenza en los materiales de la torunda nasal.

Conclusion:

Por serologia, se demostré6 que la vacunacion de perros con vacunas de influenza equina disponibles
comercialmente estimulaba un nivel moderado de respuesta de anticuerpos contra la influenza. Puede haber alguna
diferencia en cuanto a la raza en el desarrollo de signos clinicos relacionados con la influenza en perros después de
un desafio con el virus de influenza tipo H3N8. La vacuna de influenza equina viva atenuada (A/KY/91)
proporcionaba una proteccion significativa (p < 0,05) del desarrollo de la enfermedad clinica en la temperatura rectal
en mestizos. También, la vacuna virica viva atenuada prevenia contra la eliminacién de virus de influenza por las
secreciones nasales.

Ejemplo 20 - Desarrollo del modelo de desafio con influenza canina

En vista de los informes sobre que la induccién de la enfermedad en caninos con fines de estudio no ha probado ser
satisfactoria, se investigd en el siguiente estudio el potencial de la utilizacién de un virus de influenza canina, H3NS8,
para desarrollar un modelo de desafio con influenza canina en perros.

Procedimiento:

Se obtuvieron diez mestizos de sexos mezclados en un suministrador comercial, y se alojaron en jaulas en unas

instalaciones BSL-2. Los perros se asignaron aleatoriamente en dos grupos de 5 perros cada uno. Como se muestra
en la Tabla 33, un grupo se sometio a desafio intratraqueal/intranasal, y el otro grupo por via oronasal.

Tabla 33. Disefio Experimental

Grupo|Numero de perros|Via de desafio

1 5 Intratraqueal/intranasal

2 5 Oronasal
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Los perros se desafiaron a aproximadamente 12 semanas de edad. Se utilizé el virus de influenza canino
(A/canine/Florida/242/03) cultivado en embridon de pollo como virus de desafio. Cada perro recibio un total de
aproximadamente 10”? TCIDsy de virus en un volumen de 2 ml (para la via oronasal) o 4 ml (para la via
intratraqueal/intranasal).

Para el desafio intratraqueal/intranasal, se administraron primero 3 ml del virus desafio en la traquea, seguido por 5
ml de PBS utilizando un tubo de suministro, que consistia en un tubo traqueal con manguito (Tamafio 4,5/5,0,
Sheridan, EE. UU.) y un tubo de alimentacion (tamafo 5 Fr, 1,7 mm; 16 pulgadas (41 cm) de longitud, Kendall, EE.
UU.), y se administré 1 ml de virus de desafio, seguido por 3 ml de aire atmosférico en los orificios nasales utilizando
una jeringuilla.

Para el desafio oronasal, el virus de desafio se administré en forma de rocio utilizando un nebulizador (Nebulair™,
DVM Pharmaceuticals, Inc., Miami, FL) en un volumen de aproximadamente 2 ml. Los perros se observaron para
detectar signos clinicos relacionados con gripe durante 14 dias post-desafio. A los perros se les practico la
eutanasia el dia 14 post-desafio, y se recolectaron muestras de tejidos (pulmoén y traquea) en formalina tamponada
al 10% para el examen histopatolégico.

Resultados:

Todos los perros de los grupos 1y 2 desarrollaron signos clinicos de influenza a las 24 o 48 horas. Cada perro tenia
2 o mas de los siguientes signos clinicos: fiebre (>103°F; >39,4°C), tos, descarga ocular serosa o mucopurulenta,
descarga nasal serosa o mucopurulenta, vomitos, diarrea, depresion, pérdida de peso, arcadas, hemoptisis, y
estertores audibles. Los tejidos pulmonares de 5 de 5 perros del grupo 1y 4 de 5 perros del grupo 2 tenian lesiones
histopatoldgicas que incluian uno o mas de los siguientes: bronconeumonia supurativa difusa, bronquitis/bronquiolitis
con tapones de exudado de neutrdéfilos en la luz y marcada agregacion de células mononucleares en la mucosa y
tejido peribronquiolar, mezcla de exudado en los alveolos con gran numero de macréfagos degenerados, células
linfaticas y células plasmaticas asi como infiltracion celular granulocitica, y engrosamiento de los septos alveolares
con proliferacion de neumocitos tipo Il compatibles con o patognomaénicos de una infeccion por virus de influenza.
Las muestras de tejidos traqueales eran normales.

Conclusion:

Un aislado de influenza canina H3N8 tal como el que se utiliza en este estudio se puede utilizar para inducir
enfermedad de influenza canina en perros utilizando uno de los métodos descritos en este estudio o un método
similar.

Ejemplo 21- Desarrollo del modelo de desafio de la influenza canina

Se investigd mas en el siguiente estudio el potencial para utilizar un virus de influenza canina, H3N8, para
desarrollar un modelo de desafio de influenza canina en perros.

Procedimiento:

Se obtuvieron de suministradores comerciales quince mestizos de 17-18 semanas de edad y cinco beagles de 15
semanas, y se alojaron en jaulas en unas instalaciones BSL-2. Los mestizos se asignaron aleatoriamente en 3
grupos (Grupos 1 a 3) de 5 perros cada uno. Todos los beagles se asignaron en un grupo (Grupo 4) como se
muestra en la Tabla 34:

Tabla 34. Disefio Experimental

Grupo| Raza |Numero de perros|Dosis de virus de desafio
1 Mestizos|5 10%® TCIDso
2 Mestizos|5 10%® TCIDso
3 Mestizos|5 10*® TCIDso
4 Beagles |5 10%® TCIDso

Los perros se desafiaron por via oronasal con un virus de influenza canina virulento, A/canine/Florida/242/2003
(aislado del pulmén de un perro galgo Greyhound con enfermedad de influenza canina (proporcionado por Dr. Cynda
Crawford de la Universidad de Florida). El virus de desafio se administréd en forma de rocio utilizando un nebulizador

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2496315713

(Nebulair™) en un volumen de aproximadamente 2 ml. Los perros se observaron para detectar signos clinicos
relacionados con la gripe durante 14 dias post-desafio.

Resultados:

El ochenta por ciento (4 de 5) de los perros de los Grupos 1 y 4, el 100% de los perros en los Grupos 2 y 3,
desarrollaron signos clinicos de influenza: fiebre (>103°F; >39,4°C), tos, descarga ocular serosa o mucopurulenta,
descarga nasal serosa o mucopurulenta, vomitos, diarrea, depresion, pérdida de peso, arcadas y estertores. Los
signos clinicos que se observaron en beagles eran generalmente menores y mas cortos al compararse con los
mestizos.

Conclusion:

Un aislado H3N8 de influenza canina tal como el que se ha utilizado en este estudio se puede usar para inducir una
enfermedad similar a la influenza canina o similar a la tos de las perreras en perros utilizando los métodos descritos
en este estudio o un método similar con un intervalo de dosis de desafio de 10*® a 10%® TCIDso. Habia algunas
diferencias en los signos clinicos observados en los mestizos y los beagles. En general, los beagles tienden a tener
signos clinicos relacionados con la gripe mas leves al compararse con los de los mestizos.

Ejemplo 22 - Estudio de la eficacia de la vacuna para la influenza canina

El siguiente estudio se realizé para evaluar la eficacia de la vacuna con H3N8 de influenza equina en perros contra
el virus de la influenza canina.

Procedimiento:
Se obtuvieron diecisiete mestizos de 14 semanas de edad y diez beagles de 8 semanas de edad en suministradores

comerciales. Los perros se asignaron aleatoriamente en 5 grupos como se muestra en la Tabla 35, y se alojaron en
unas instalaciones de investigacion.

Tabla 35. Disefio Experimental
Grupo Edad Numero de perros|Tratamiento|Numero de dosis|Edad a la Vacunacion (semanas)
1 |14 semanas 7 Vacunado 2 14y 18
2 |14 semanas 5 Vacunado 1 18
3 |14 semanas 5 Control - -
4 8 semanas 5 Vacunado 2 8y12
5 | 8 semanas 5 Control - -

La vacuna que se utilizé en este estudio era una vacuna inactivada de un virus de influenza equina (A/equine/KY/02)
y adyuvada con HAVLOGEN®. Para preparar esta vacuna, el virus se inactivd con etilenimina binaria (BEI)
utilizando un método de referencia. Cada dosis de vacuna contenia HAVLOGEN® (10% v/v), 6144 unidades HA del
virus inactivado, 0,1% (v/v) de timerosal al 10%, 0,1% (v/v) de rojo fenol, suficiente NaOH para ajustar el pH de 6,8 a
7,2, y suficiente PBS para dar un volumen total de dosis de 1 ml.

Los perros de los Grupos 1y 4 se vacunaron con dos dosis de vacuna. La segunda dosis (es decir, el refuerzo) se
administré 4 semanas después de la primera. Los perros del Grupo 2 se vacunaron con una dosis a las18 semanas
de edad. Se recolectaron muestras de sangre para evaluar el titulo de HI utilizando un protocolo de referencia (por
ejemplo, SAM 124, CVB, USDA, Ames, IA) con un aislado H3N8 de influenza canina los dias cero (antes de la
vacunacion), 7, y 14 tras la primera y la segunda vacunaciones. Aproximadamente 5 dias antes del desafio, los
perros se mudaron a una instalacion BSL-2 y se alojaron en jaulas individuales.

Todas los perros vacunados y sus controles coincidentes en edad se desafiaron por via oronasal con un virus de
influenza canina virulento (10”” TCIDs, de A/Canine/Florida/242/2003 por perro) a las 2 semanas tras la segunda
vacunacion de los Grupos 1y 4 y de la primera vacunacion del Grupo 2. El virus de desafio se administré en forma
de rocio utilizando un nebulizador (Nebulair™) con un volumen de 2 ml por perro. Los perros se observaron para
detectar signos clinicos relacionados con influenza durante 17 dias post-desafio. Se recolectaron torundas nasales y
orofaringeas en tubos que contenian 2 ml de medio de transporte de virus para el aislamiento de virus desde el dia -
1 (es decir, un dia antes del desafio) al dia 17 post-desafio. Se realiz6 la eutanasia de todos los perros el dia 17
post-desafio y se recolectaron muestras pulmonares y traqueales en formalina tamponada al 10% para la
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histopatologia. Se recolectaron muestras de sangre los dias 7 y 14 post-desafio para la determinacion del titulo HI.
La asignacion de la puntuacion utilizada para la observacion post-desafio se muestra en la Tabla 36.

Resultados:

Todos los perros de los grupos de 2 vacunaciones (Grupos 1y 4) desarrollaron respuestas de titulos de HI contra el
aislado de virus de influenza canina (Tabla 37). A continuacion del desafio, un aumento de aproximadamente 4
veces en el titulo el dia 14 post-desafio en todos los grupos, indicaba indirectamente que todos los perros se
expusieron al virus de desafio. Todos los perros mostraron uno o mas de las siguientes signos de influenza canina:
fiebre (>103°F; >39,4°C), tos, descarga ocular serosa o mucopurulenta, descarga nasal serosa o mucopurulenta,
vomitos, diarrea, depresion, pérdida de peso, y disnea. Los vacunados tuvieron signos clinicos menos graves, al
compararse con los controles coincidentes en edad (Tabla 38). Habia una reduccioén significativa de los signos
clinicos debido a la vacunacion de 2 dosis en los perros de 8 semanas de edad (p = 0,040) y 14 semanas de edad (p
= 0,003) (Grupos 4 y 1 respectivamente). En este experimento, la vacunacién de una dosis no proporcioné una
reduccion significativa (p = 0,294) de los signos clinicos (Grupo 2).

Los resultados del aislamiento virico se muestran en la Tabla 39. Entre los perros de 14 semanas de edad, se aislo
el virus de influenza canina en las muestras de torundas recolectadas en 2 de 7 perros (29%) del grupo de
vacunacion con 2 dosis (Grupo 1), 3 de 5 perros (60%) del grupo vacunacion con una dosis (Grupo 2), y 5 de 5
perros (100%) del grupo control (Grupo 3). Entre los perros de 8 semanas de edad, el virus se aisl6 de 1 de 5 perros
(20%) del grupo de vacunacion con 2 dosis (Grupo 4), y 4 de 5 perros (80%) del grupo control (Grupo 5). Aunque
habia una reduccidon en el numero de perros (60% frente 100%) positivos al virus de influenza canina en las
muestras de las torundas entre el grupo de vacunaciéon con una dosis (Grupo 2) y el grupo control (Grupo 3), la
diferencia no era estadisticamente significativa (p = 0,222).

Se realiz6 la evaluacion histopatolégica de las lesiones en las muestras de tejido pulmonar y traqueal para identificar
lesiones compatibles con o patognomoénicas de la enfermedad influenza canina. Esto incluye, por ejemplo, la
determinacion de la existencia de uno o mas de los siguientes: areas de bronconeumonia supurativa,
peribronquitis/peribronquiolitis con agregacion celular mononuclear (linfocitos, células plasmaticas); presencia de
tapones de restos celulares granulociticos en la luz; hiperplasia del epitelio respiratorio; exudado mezclado en los
alveolos con gran cantidad de células granulociticas y restos celulares; agregados de macréfagos (degenerados),
células plasmaticas , y linfocitos; y engrosamiento de los septos alveolares con proliferaciéon de neumocitos tipo .

La Tabla 40 proporciona un resumen de la extension de las lesiones en los perros en este experimento. Entre los
perros de 14 semanas de edad, las lesiones pulmonares eran menos extensas y menos graves en 5 de 7 perros del
grupo de vacunacion con 2 dosis (Grupo 2), y 4 de 5 perros del grupo de vacunacion con 1 dosis (Grupo 1). Todos
los perros controles (Grupo 3) tuvieron lesiones graves y extensas los que sugieren que no tenian proteccion. No
habia diferencia en las lesiones traqueales con respecto a la vacunacién de 1 o 2 dosis entre los perros de 14
semanas de edad. Entre los perros de 8 semanas de edad, no hubo diferencia entre las lesiones de los perros
vacunados con 2 dosis y los perros de control. Ninguno de los perros tuvo lesiones traqueales.

Conclusién

Los resultados de este estudio demuestran que: (1) el virus de influenza equina H3N8 inactivado puede inducir una
respuesta de anticuerpos HI de reaccion cruzada en los perros vacunados, (2) el uso de una vacuna del virus de
influenza equina H3N8 puede reducir la gravedad de la enfermedad influenza canina en perros, y (3) el uso de una
vacuna del virus de influenza equina H3N8 puede reducir la excrecion virica por secreciones nasales y/u orales.

Tabla 36. Signos clinicos y sistema de puntuacion
Signos clinicos Puntuacidn por dia
Temperatura

<103,0°F (<39,4°C) 0

103,0 - 103,9°F (39,4- 2

104,0-104,9°F (40,0-40,5°C)|3

> 105,0°F (>40,6°C) 4

Tos

Sin tos 0

Ocasional 2
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Tabla 36. Signos clinicos y sistema de puntuacion

Signos clinicos

Puntuacion por dia

Paroxistica 4
Estornudos

Sin estornudos 0
Ocasional 1
Paroxisticos 2
Descarga nasal

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Descarga Ocular

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Hemoptisis

No 0
Si 5
Depresion

No 0
Si 1
Anorexia

No 0
Si 1
Signos respiratorios
Ninguno 0
Estertores 3
Disnea 4
Jadeos 5
Expectoracion mucosa

No 0
Si 2
Vomitos

No 0
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Tabla 36. Signos clinicos y sistema de puntuacion

Signos clinicos

Puntuacion por dia

Si

1

Anormalidades fecales

No

Si

Tabla 37. Serologia - Titulos de inhibicion de hemaglutinacion

Grupo

ID del

Edad

Tratamiento

Numero de

; Titulo de HI

N° Perro (semanas) dosis

Dias tras la primera vacunacién de los | Dias post-

Grupos 1y 4 desafio

0* 7 14 | 28** | 35 | 42*** 7 14
1 921 14 Vacunado 2 <10|<10| 10 20 | 40 20 160 | 320
1 926 14 Vacunado 2 <10|<10|<10| 40 | 40 80 80 |>640
1 931 14 Vacunado 2 <10|<10(<10| 10 20 20 80 |>640
1 955 14 Vacunado 2 <10|<10|<10| 10 | 40 40 160 | 320
1 011 14 Vacunado 2 <10|<10(<10| 10 20 40 160 | 320
1 013 14 Vacunado 2 <10|<10|<10| 20 | 40 40 160 | 320
1 019 14 Vacunado 2 <10|<10(<10| 10 20 40 80 |>640
2 922 14 Vacunado 1 <10|<10(<10| <10 |<10| <10 |>640|>640
2 953 14 Vacunado 1 <10|<10(<10| <10 |<10| <10 | 320 |>640
2 015 14 Vacunado 1 <10|<10(<10| <10 |<10| <10 | 320 |>640
2 016 14 Vacunado 1 <10|{<10|(<10| <10 |<10| <10 | 160 | 320
2 017 14 Vacunado 1 <10|<10(<10| <10 |<10| <10 | 320 |>640
3 923 14 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 160
3 012 14 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 320
3 014 14 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 160
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Tabla 37. Serologia - Titulos de inhibicion de hemaglutinacion

Grupo

ID del

Edad

Tratamiento

Numero de

; Titulo de HI

N° Perro (semanas) dosis

Dias tras la primera vacunacién de los | Dias post-

Grupos 1y 4 desafio

0* 7 14 | 28** | 35 | 42*** 7 14
3 018 14 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 160
3 01A 14 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 160
4 406 8 Vacunado 2 <10|<10| 10 40 80 80 160 |>640
4 407 8 Vacunado 2 <10| 20 | 20 40 | 40 40 320 [>640
4 504 8 Vacunado 2 <10|<10| 10 20 20 80 160 |>640
4 704 8 Vacunado 2 <10|<10| 10 40 80 160 | 160 [>640
4 705 8 Vacunado 2 <10|<10(<10| 40 80 160 | 160 [>640
5 404 8 Control N/A <10|{<10|<10| <10 |<10| <10 80 160
5 405 8 Control N/A <10|{<10|<10| <10 |<10| <10 80 80
5 610 8 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 20 40
5 702 8 Control N/A <10|{<10|<10| <10 |<10| <10 80 160
5 703 8 Control N/A <10|{<10(<10| <10 |<10| <10 | 40 160

*Primera vacunacion — Grupos 1y 4; **Segunda vacunacion - Grupos1 y 4; Primera vacunacion - Grupo 2; ***Dia
del desafio

Tabla 38. Andlisis de la puntuacion clinica total de enfermedad influenza canina

. Numero de dosis Edad a la primera vacunacion de los Media total de valor de
Grupo| Tratamiento — "
de vacuna Grupos 1y 4 Puntuacion por perro p*
0.003
1 Vacunado 2 14 semanas 8.7 (Grupo 1
vs. 3)
14 semanas 0.294
2 Vacunado 1 (estos perros se vacunaron una vez, 21.8 (Grupo 2
cuando tenian 18 semanas de edad) vs. 3)
3 | Control - 14 semanas 25.4 -
(estos perros no se vacunaron)
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Tabla 38. Analisis de la puntuacion clinica total de enfermedad influenza canina

. Numero de dosis Edad a la primera vacunacién de los Media total de valor de
Grupo| Tratamiento - "
de vacuna Grupos 1y 4 Puntuacion por perro p*
0.040
4 Vacunado 2 8 semanas 2.0 (Grupo 4
vs. 5)
5 Control - 8 semanas 54 -

(estos perros no se vacunaron)

*Analizado utilizando un procedimiento NPARIWAY de SAS® Version 8.2 (los grupos de vacunas se compararon
utilizando el ensayo de rangos sumatorios de Wilcoxon)
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Tabla 40. Evaluacion histopatolégica de las muestras de tejido
Grupo N° lIIDDe?rzl (selfr?:r?as) Tratamiento | Numero de dosis esion microseploa (Histo,patologl’a)
Pulmones Traquea

1 921 14 Vacunado 2 +/- -
1 926 14 Vacunado 2 - +/-
1 931 14 Vacunado 2 - -
1 955 14 Vacunado 2 +/- -
1 011 14 Vacunado 2 +/- -
1 013 14 Vacunado 2 +/- +/-
1 019 14 Vacunado 2 +/- +/-
2 922 14 Vacunado 1 +/- -
2 953 14 Vacunado 1 +/- +/-
2 015 14 Vacunado 1 +/- +
2 016 14 Vacunado 1 - -
2 017 14 Vacunado 1 +/- +/-
3 923 14 Control N/A + +/-
3 012 14 Control N/A + -
3 014 14 Control N/A + -
3 018 14 Control N/A + -
3 01A 14 Control N/A + +/-
4 406 8 Vacunado 2 +/- -
4 407 8 Vacunado 2 - -
4 504 8 Vacunado 2 +/- -
4 704 8 Vacunado 2 - -
4 705 8 Vacunado 2 - -
5 404 8 Control N/A - -
5 405 8 Control N/A - -
5 610 8 Control N/A +/- -
5 702 8 Control N/A +/- -
5 703 8 Control N/A - -

"+" Lesion grave consistente con o patognomoénica de una infeccion de influenza

"+/-" Lesion leve (no concluyente)

"-" Normal

Ejemplo 23. Estudio de eficacia de la vacuna para la influenza canina

El siguiente estudio se realizé para determinar la eficacia de una vacuna polivalente de H3N8 de influenza equina
contra el virus de influenza canina en perros.

Procedimiento:
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Se obtuvieron diecisiete beagles de 15 semanas de edad en un suministrador comercial. Los perros se asignaron
aleatoriamente en 3 grupos como se muestra en la Tabla 41, y se alojaron en las instalaciones de investigacion.

Tabla 41. Disefio experimental

Grupo|Numero de peros|Tratamiento| Nimero de dosis|Edad a la vacunacion (semanas)

1 7 Vacunado 2 15y 19
2 5 Vacunado 1 19
3 5 Control - -

La vacuna utilizada en este estudio era una vacuna inactivada de influenza equina (A/equine/KY/02, A/lequine/KY/93,
y Alequine/NM/2/93), adyuvada con HAVLOGEN®. Para preparar esta vacuna, los virus se inactivaron con
etilenimina binaria (BEI) utilizando un método de referencia. Cada dosis de vacuna contenia HAVLOGEN® (10%
v/v), 2048 unidades de HA de cada virus inactivado, 0,1% (v/v) de timerosal al 10%, 0,1% (v/v) de rojo fenal,
suficiente NaOH para ajustar el pH a 6,8 a 7,2 y suficiente PBS para dar un volumen de dosis total de 1 ml.

Los perros del Grupo 1 se vacunaron con dos dosis de vacuna. La segunda dosis (es decir, el refuerzo) se
administré 4 semanas después de la primera dosis. Los perros del Grupo 2 se vacunaron con 1 dosis de vacuna a
las 19 semanas de edad. Se recolectaron muestras de sangre para evaluar el titulo de HI utilizando un protocolo de
referencia con un aislado H3N8 de influenza canina los dias cero (antes de la vacunacion), 7 y 14 después de la
primera y segunda vacunaciones. Siete dias antes del desafio, los perros se mudaron a una instalacion BSL-2 y se
alojaron en jaulas individuales.

Todos los perros vacunados y los de control coincidentes en edad, se desafiaron por via oronasal con un virus de
influenza canina virulento (10”® TCIDs, de A/Canine/Florida/242/2003 por perro) a las 2 semanas tras la segunda
vacunacion del Grupo 1 y la primera vacunacion del Grupo 2. El virus de desafio se administré en forma de rocio
utilizando un nebulizador (Nebulair™) con un volumen de 2 ml por perro. Los perros se observaron para detectar
signos clinicos relacionados con la influenza durante 14 dias post-desafio. Se practico la eutanasia de todos los
perros el dia 14 post-desafio, y se recolectaron muestras pulmonares y traqueales en formalina tamponada al 10%
para la histopatologia. Se recolectaron muestras de sangre los dias 7 y 14 post-desafio para la determinacion del
titulo de HI. Las asignaciones de la puntuacién de signos clinicos que se utilizd para la observacion post-desafio se
muestran en la Tabla 42.

Resultados:

Todos los perros vacunados desarrollaron una respuesta de anticuerpos con titulo HI contra el aislado del virus de
influenza canina (Tabla 43). Después del desafio, una aumento de aproximadamente 4 veces en el titulo de HI el dia
14 post-desafio en comparacion con el titulo de HI pre-desafio indica indirectamente que todos los perros se
expusieron al virus de desafio. Todos los perros mostraron signos de enfermedad influenza canina y cada perro
demostré uno o mas de los siguientes signos clinicos: fiebre (>103°F; >39,4°C), tos, descarga ocular serosa o
mucopurulenta, descarga nasal serosa o mucopurulenta, vomitos, diarrea, depresion, pérdida de peso, y disnea. Los
vacunados tenian signos clinicos menos graves, al compararse con los controles coincidentes en edad (Tabla 44).
Habia una reduccion significativa (p = 0,028) de los signos clinicos debido a la vacunacion de los perros con 2 dosis
(Grupo 1). La vacunacion con 1 dosis no proporcionaba una reduccion significativa (p = 0,068) de los signos clinicos
(Grupo 2).

Como en el Ejemplo 22, se realiz6 la evaluacion de las lesiones histopatolégicas de las muestras de tejido pulmonar
y traqueal para identificar lesiones compatibles con o patognomaénicas de enfermedad de influenza canina. La tabla
45 proporciona un resumen de la extension de las lesiones de los perros en este experimento. Entre los perros de 15
semanas de edad, la vacunacion de los perros con 1 o 2 dosis prevenia las lesiones pulmonares en todos los perros.
Cuatro de 5 perros controles (el 80%) tenian bronconeumonia supurativa grave consistente con la enfermedad
influenza. Uno de 7 perros del grupo de 2 dosis vacunales (Grupo 1) y 1 de 5 perros del grupo control (Grupo 3)
tenian lesiones leves en la traquea sugestivas de traqueitis que se podrian atribuir a enfermedad influenza.

Conclusion:
Los resultados de este estudio demuestran que 1) el virus H3N8 de influenza equina inactivado puede inducir una
respuesta de anticuerpos HI de reaccion cruzada contra el virus de influenza canina en perros vacunados, y 2) El

uso de una vacuna con el virus H3N8 de influenza equina puede reducir la gravedad de la enfermedad virica de
influenza canina en perros.
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Tabla 42. Signos clinicos y sistema de puntuacion

Signos clinicos

Puntuacion por dia

Temperatura

<103,0°F (<39,4°C) 0
103,0 - 103,9°F (39,4- 2
104,0-104,9°F (40,0-40,5°C)|3
> 105,0°F (>40,6°C) 4
Tos

Sin tos 0
Ocasional 2
Paroxistica 4
Estornudos

Sin estornudos 0
Ocasional 1
Paroxisticos 2
Descarga nasal

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Descarga Ocular

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Hemoptisis

No 0
Si 5
Depresion

No 0
Si 1
Anorexia

No 0
Si 1
Signos respiratorios

Ninguno 0
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Tabla 42. Signos clinicos y sistema de puntuacion

Signos clinicos Puntuacidn por dia
Estertores 3
Disnea 4
Jadeos 5
Expectoracion mucosa

No 0
Si 2
Vomitos

No 0
Si 1
Anormalidades fecales

No 0
Si 1

Tabla 43. Serologia — Titulos de inhibicién de hemaglutinacion

Grupo N° | ID del |Tratamiento| Numero de dosis Titulo HI
Perro Dias tras la prci;mera vacunacion del Dias post-desafio
rupo 1

o* 7 14 | 28** | 35 | 42*** 7 14
1 ALK | Vacunado 2 <10|<10| 20 20 | 80 40 160 320
1 AMF | Vacunado 2 <10|<10| 10 20 | 20 40 160 320
1 AKY | Vacunado 2 <10| 20 | 20 20 | 40 40 160 80
1 ALC | Vacunado 2 <10| 10 | 10 10 | 40 40 160 160
1 ALL | Vacunado 2 <10|<10| 10 10 | 40 20 160 320
1 ALM | Vacunado 2 <10|<10| 10 20 | 40 40 80 160
1 AMU | Vacunado 2 <10| 20 | 40 40 | 40 40 40 160
2 ALA | Vacunado 1 <10|<10|<10| <10 |<10| 10 320 160
2 AMA | Vacunado 1 <10|<10|<10| <10 |<10| 20 > 640 80
2 APD | Vacunado 1 <10|<10|<10| <10 |<10| 10 > 640 320
2 APG | Vacunado 1 <10|<10|<10| <10 |<10| 10 320 80
2 APT [ Vacunado 1 <10|<10|<10| <10 |<10| 10 320 320
3 ALT Control N/A <10|<10|<10| <10|<10| <10 40 160
3 AMS Control N/A <10|<10|<10| <10|<10| <10 80 160
3 AKX Control N/A <10|<10|<10| <10|<10| <10 20 80
3 ALX Control N/A <10|<10|<10| <10|<10| <10 80 80
3 AMI Control N/A <10|<10|<10| <10|<10| <10 40 80
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Tabla 43. Serologia — Titulos de inhibicién de hemaglutinacion

*Primera vacunacion - Grupo 1
**Segunda vacunacion - Grupo 1; Primera vacunacion - Grupo 2
***Dia del desafio

Tabla 44. Analisis de la puntuacion total de enfermedad influenza canina

Grupo | Tratamiento [ Numero | Edad a la primera vacunacion del Grupo 1 Media de la Valor de p*
de dosis puntuacion total por
perro

0,028

1 Vacunado 2 15 semanas 6,3 (Grupo 1
vs. 3)
15 semanas (estos perros se vacunaron una 0,068

2 Vacunado 1 ; 14,2 (Grupo 2
vez , cuando tenian 19 semanas de edad) vs. 3)

3 Control - 15 semanas (estos perros no se vacunaron) 24,4 -

*Analizado utilizando un procedimiento NPARIWAY de SAS® Version 8.2 (los grupos de vacunas se compararon
utilizando el ensayo de rangos sumatorios de Wilcoxon)

Tabla 45. Evaluacion histopatolégica de las muestras de tejido

Grupo N° | ID del | Tratamiento | NUmero de dosis | | asisn microscopica (Histopatologia)
Perro Pulmones Traquea
1 ALK Vacunado 2 - +/-
1 AMF Vacunado 2 - -
1 AKY Vacunado 2 - -
1 ALC Vacunado 2 - -
1 ALL Vacunado 2 - -
1 ALM Vacunado 2 - -
1 AMU Vacunado 2 - -
2 ALA Vacunado 1 - -
2 AMA Vacunado 1 - -
2 APD Vacunado 1 - -
2 APG Vacunado 1 - -
2 APT Vacunado 1 - -
3 ALT Control N/A +/- -
3 AMS Control N/A + -
3 AKX Control N/A + -
3 ALX Control N/A + +/-
3 AMI Control N/A - -

"+" Lesion grave consistente con o patognomonica de una infeccion de influenza
"+/-" Lesion leve (no concluyente)

"-" Normal
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Ejemplo 24 - Estudio de eficacia de la vacuna para la influenza canina

El siguiente estudio se llevé a cabo para determinar: (1) la eficacia de las vacunas monovalentes frente a las
polivalentes de H3N8 de influenza equina contra el virus de la influenza canina en perros, y (2) el efecto de la via de
administracion en la eficacia de la vacuna.

Procedimiento:
Se obtuvieron treinta perros mestizos de 10 semanas de edad en un suministrador comercial. Los perros se

asignaron aleatoriamente en 6 grupos como se muestra en la tabla 46, y se alojaron en unas instalaciones de
investigacion.

Tabla 46. Disefio experimental
Grupo|Numero de perros| Tratamiento|Via de vacunacién|Numero de dosis|Edad a la vacunacion (semanas)
1 5 VAX-1 IN 2 10y 14
2 5 VAX-2 SC 2 10y 14
3 5 VAX-2 IN 2 10y 14
4 5 VAX-3 SC 2 10y 14
5 5 VAX-3 IN 2 10y 14
6 5 Control -- -- --

Se utilizaron tres tipos de vacunas (VAX-1, VAX-2, y VAX-3). La VAX-1 era una vacuna inactivada monovalente del
virus (A/equine/KY/02) de la influenza equina adyuvada con HAVLOGEN® (10% v/v), 6144 unidades de HA del virus
inactivado, 0,1% (v/v) de timerosal al 10%, 0,1% (v/v) de rojo fenol, suficiente NaOH para ajustarelpHa 6,8a 7,2,y
suficiente PBS para dar un volumen total de la dosis de 1 ml. La VAX-2 era una vacuna inactivada monovalente del
virus (A/equine/KY/02) de la influenza equina adyuvada con HAVLOGEN® (10% v/v), 4096 unidades de HA del virus
inactivado, 0,1% (v/v) de timerosal al 10%, 0,1% (v/v) de rojo fenol, suficiente NaOH para ajustarelpHa 6,8a 7,2,y
suficiente PBS para dar un volumen total de la dosis de 1 ml. La VAX-3 era una vacuna inactivada polivalente de
virus (A/equine/KY/02, A/equine/KY/93, y A/equine/NM/2/93 ) de influenza equina, adyuvada con HAVLOGEN®, y
contenia HAVLOGEN® (10% v/v), 2048 unidades de HA de virus inactivado por cepa, 0,1% (v/v) de timerosal al
10%, 0,1% (v/v) de rojo fenol, suficiente NaOH para ajustar el pH a 6,8 a 7,2, y suficiente PBS para dar un volumen
total de la dosis de 1 ml. Todos los virus de influenza utilizados en la formulaciéon de vacunas se inactivaron con
etilenimina binaria (BEI) utilizando un método de referencia.

Las vacunas y las vias de administracion para cada grupo se describen en la Tabla 46. Todos los perros de los
grupos vacunados se vacunaron bien por via intranasal (IN) o bien por via subcutanea (SC), y cada perro recibio 2
dosis. La segunda dosis (es decir, el refuerzo) se administr6 4 semanas después de la primera dosis. Se
recolectaron muestras de sangre para evaluar el titulo de HI utilizando un protocolo de referencia con un aislado
H3N8 de influenza canina los dias cero (antes de la vacunacion) 7, y 14 tras la primera y segunda vacunaciones.
Siete dias antes del desafio, los perros se mudaron a unas instalaciones BSL-2 y se alojaron en jaulas individuales.

Todos los perros vacunados X controles coincidentes en edad se desafiaron por via oronasal con un virus de
influenza canina virulento (10”* TCIDs, de A/Canine/Florida/242/2003 por perro) a las dos semanas tras la segunda
vacunacion. El virus de desafio se administré en forma de rocio utilizando un nebulizador (Nebulair™) con un
volumen de 2 ml por dia. Los perros se observaron para detectar signos clinicos relacionados con influenza durante
14 dias post-desafio. Se recolectaron muestras de sangre los dias 7 y 14 post-desafio para determinar los titulos de
HI. Se practico la eutanasia a todos los perros el dia 14 post-desafio, y se recolectaron muestras de pulmén y
traquea en formalina tamponada al 10% para la histopatologia. La asignacion de puntuaciones que se utilizé en la
observacion post-desafio se muestran en la Tabla 47.

Resultados:
Todos los perros vacunados por via SC desarrollaron respuestas de anticuerpos con titulos de Hl frente al aislado de
virus de la influenza, independientemente del tipo de vacuna (Tabla 48). Ninguno de los perros de los grupos de

vacunacion IN (es decir, los Grupos 1, 3, y 5) desarrollaron respuestas de anticuerpos con titulos de HI para el
aislado de virus de influenza canina, independientemente del tipo de vacuna, durante el periodo tras la vacunacion.

65



10

15

20

25

ES 2496315713

Habia, sin embargo, un aumento del titulo de 4 veces el dia 14 post-desafio en todos los perros indicando
indirectamente que todos los perros se expusieron al virus de desafio (Tabla 47).

Todos los perros mostraron uno o mas de los siguientes signos de influenza canina: fiebre (>103°F; >39,4°C), tos,
descarga ocular serosa o mucopurulenta, descarga nasal serosa o mucopurulenta, vomitos, diarrea, depresion,
pérdida de peso, y disnea. Los vacunados tenian signos clinicos menos graves, en comparacion con los controles
coincidentes en edad (Tabla 49). Habia una reduccion significativa de los signos clinicos vacunados con VAX-3 por
via SC (Grupo 4). En este experimento, la administracion IN de VAX-1, VAX-2, o VAX-3 no proporcionaba una
reduccion significativa de los signos clinicos del virus de influenza canina.

Como en los Ejemplos 22 y 23, la evaluacion histologica de las lesiones en las muestras de tejidos de pulmén y de
traquea se llevaron a cabo para identificar lesiones compatibles con o patognoménicas de enfermedad influenza
canina. La Tabla 50 proporciona un resumen de la extensién de las lesiones en los perros en este experimento.
Cinco de 5 perros control (Grupo 6) tenia lesiones consistentes con infeccion por influenza. Dos de 5 perros
vacunados con VAX-2 por via SC (Grupo 2), y 3 de 5 perros vacunados con VAX-3 por via SC (Grupo 4) estaban
libres de lesiones de pulmén relacionadas con influenza. Todos los perros que recibieron la vacuna por via
intranasal, independientemente del tipo de vacuna, tenian lesiones pulmonares graves consistentes con una
infeccion por influenza. Las lesiones en la traquea observadas en este estudio eran muy leves.

Conclusion:

Los resultados de este estudios demuestran que: (1) el virus H3N8 de influenza equina puede inducir una respuesta
de anticuerpos HI de reaccién cruzada contra el virus de influenza canina en perros vacunados por via SC, (2) la
administracion intranasal de las vacunas monovalentes (VAX-1 y VAX-2) o polivalente (VAX-3) no era eficaz en
perros, y (3) la administracion subcutanea de vacuna polivalente (VAX-3) proporcionaba una reduccion significativa
(p = 0,016) en la gravedad de la enfermedad en perros por virus de influenza canina.

Tabla 47. Signos clinicos y sistema de puntuacion
Signos clinicos Puntuacidn por dia
Temperatura

<103,0°F (<39,4°C) 0
103,0 - 103,9°F (39,4- 2
104,0-104,9°F (40,0-40,5°C)|3
> 105,0°F (>40,6°C) 4
Tos

Sin tos 0
Ocasional 2
Paroxistica 4
Estornudos

Sin estornudos 0
Ocasional 1
Paroxisticos 2
Descarga nasal

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Descarga Ocular

66



ES 2496315713

Tabla 47. Signos clinicos y sistema de puntuacion

Signos clinicos

Puntuacion por dia

Sin descarga

0

Serosa -ligera

1

Serosa -copiosa

1

Mucopurulenta-ligera

Mucopurulenta-copiosa

Hemoptisis

No

Si

Depresion

No

Si

Anorexia

No

Si

Signos respiratorios

Ninguno

Estertores

Disnea

Jadeos

|l |w]|O

Expectoracion mucosa

No

Si

Voémitos

No

Si

Anormalidades fecales

No

Si
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Tabla 49. Analisis de la puntuacion total de enfermedad influenza canina

Grupo Tratamiento Via de vacunacién Media de la puntuacién total por perro Valor de p*
1 VAX-1 IN 35,2 0,500 (Grupo 1 vs, 6)
2 VAX-2 SC 31,0 0,345 (Grupo 2 vs, 6)
3 VAX-2 IN 39,4 0,631 (Grupo 3 vs, 6)
4 VAX-3 SC 13,0 0,016 (Grupo 4 vs, 6)
5 VAX-3 IN 42,6 0,790 (Grupo 4 vs, 6)
6 Control - 36,8 -

*Analizado utilizando un procedimiento NPARIWAY de SAS® Version 8.2 (los grupos de vacunas se compararon

utilizando el ensayo de rangos sumatorios de Wilcoxon)

Tabla 50. Evaluacion histopatoldgica de las muestras de tejido
Grupo N°|ID del Perro| Tratamiento|Via de vacunacion|Numero de dosis|Lesién microscopica (Histopatologia)
Pulmones Traquea
1 248 Vacunado IN 2 + -
1 501 Vacunado IN 2 + -
1 502 Vacunado IN 2 + -
1 469 Vacunado IN 2 + +
1 46A Vacunado IN 2 + +
2 232 Vacunado SC 2 + -
2 511 Vacunado SC 2 + -
2 514 Vacunado SC 2 - -
2 461 Vacunado SC 2 + -
2 463 Vacunado SC 2 - -
3 246 Vacunado IN 2 + -
3 505 Vacunado IN 2 + -
3 506 Vacunado IN 2 + +
3 464 Vacunado IN 2 + -
3 465 Vacunado IN 2 + +
4 23B Vacunado SC 2 - -
4 247 Vacunado SC 2 +/- -
4 508 Vacunado SC 2 - -
4 512 Vacunado SC 2 - +/-
4 516 Vacunado SC 2 + +
5 503 Vacunado IN 2 + +/-
5 513 Vacunado IN 2 + +
5 462 Vacunado IN 2 + +/-
5 466 Vacunado IN 2 + +

70




10

15

20

25

30

35

ES 2496315713

Tabla 50. Evaluacion histopatoldgica de las muestras de tejido

Grupo N°|ID del Perro| Tratamiento|Via de vacunacion|Numero de dosis|Lesién microscopica (Histopatologia)
Pulmones Traquea
5 46B Vacunado IN 2 + -
6 236 Control - 2 + -
6 504 Control - 2 + +
6 507 Control - 2 + +
6 515 Control - 2 + +/-
6 468 Control - 2 + +

"+" Lesion grave consistente con o patognomonica de una infeccion de influenza
"+/-" Lesion leve (no concluyente)

"-" Normal

Ejemplo 25 - Estudio de eficacia de la vacuna de influenza canina

La enfermedad influenza canina esta producida por un virus H3N8 de influenza (CIV). ElI CIV estda muy
estrechamente relacionado con los virus H3N8 equinos (Crawford y col., 2005) e infecta todos los perros expuestos.
Aproximadamente el 80% de los perros expuestos desarrolla signos clinicos. En el siguiente estudio se determinaron
la eficacia de una vacuna inactivada del virus H3N8 de la influenza equina y una vacuna de virus de influenza
canina.

Procedimiento:
Se utilizaron en el presente estudio treinta y cinco beagles y cinco mestizos. Los beagles se asignaron

aleatoriamente en tres grupos (Tabla 51). Todos los mestizos se asignaron al grupo control (Grupo 3). Todos los
perros se alimentaron con una dieta de crecimiento de referencia y el agua estaba disponible ad libitum.

Tabla 51. Disefio experimental

Grupo| Tratamiento|Via de vacunacion|Numero de perros|Edad a la vacunacién (semanas)|Desafio

1 VAX-1 IM 15 8y12 Si
2 VAX-2 SC 5 8y12 Si
3 Control N/A 20 N/A Si

Los perros de los grupos 1 y 2 fueron vacunados con VAX-1 o VAX-2 (Tabla 51). La VAX-1 era una vacuna
inactivada del virus (A/equine/KY/02) de la influenza equina adyuvada con HAVLOGEN®. Para la preparacion de la
vacuna, el virus se inactivd con etilenimina binaria (BEI) utilizando un método de referencia. Cada dosis de vacuna
contenia HAVLOGEN® (10% v/v), 6144 unidades de HA del virus inactivado, 0,1% (v/v) de timerosal al 10%, 0,1%
(v/v) de rojo fenol y suficiente PBS para dar un volumen total de la dosis de 1 ml y suficiente NaOH para ajustar el
pHa6,8a7,2.

La VAX-2 era una vacuna inactivada monovalente del virus (A/canine/FI/43/2004) de la influenza canina adyuvada
con CARBIGEN™. El virus A/canine/FI/43/2004 se inactivd con etilenimina binaria (BEI) utilizando un método de
referencia. Cada dosis de vacuna contenia un 5% por masa de CARBIGEN™, aproximadamente 1280 unidades de
HA del virus inactivado, suficiente PBS para dar un volumen total de la dosis de 1 ml y suficiente NaOH para ajustar
el pH a 7,2 a 7,4. Las muestras de suero se recolectaron de todos los perros el dia de la primera y la segunda
vacunacion, los dias 7 y 14 tras la primera y segunda vacunaciones, y en el pre-desafio para determinar los titulos
HI utilizando un protocolo de referencia de virus H3N8 del virus de la influenza equina (SAM 124, CVB, USDA,
Ames, IA). Siete dias antes del desafio, los perros se mudaron a unas instalaciones ABSL-2 y se alojaron en jaulas
individuales.

Todos los perros vacunados y los de control coincidentes en edad se desafiaron por via oronasal con virus virulento
de influenza canina (10”2 TCIDso de A/Canine/Florida/242/2003 por perro) a las dos semanas tras la segunda
vacunacion. El virus de desafio se administré en forma de rocio (2 ml/perro) utilizando un nebulizador (Nebulair™).
Los perros se observaron para detectar signos clinicos relacionados con influenza durante 14 dias post-desafio. Se
recolectaron diariamente torundas nasales y orofaringeas en tubos que contenian 2 ml de medio de transporte de
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virus para el aislamiento de virus, desde el dia -1 (es decir, un dia antes del desafio) hasta el dia 14 post-desafio.
Las muestras de sangre se recolectaron los dias 7 y 14 post-desafio para la determinacion del titulo de HI. Las
asignaciones de la puntuacion de los signos clinicos utilizados para la observacion post-desafio se muestran en la
Tabla 52.

Resultados:

Todos los perros vacunados (Grupos 1y 2) desarrollaron respuestas de titulos de anticuerpos HI contra el aislado de
virus de influenza canina (Tabla 53). Todos los perros mostraban uno o mas de los siguientes signos de influenza
canina: fiebre (>103°F; >39,4°C), tos, descarga ocular serosa o mucopurulenta, descarga nasal serosa o
mucopurulenta, vomitos, diarrea, depresion, y anorexia. Los vacunados tenian signos clinicos menos graves, al
compararlos con los controles de edad coincidente (Tabla 54). Habia una reduccion significativa (p < 0,001) de los
signos clinicos en los perros vacunados bien con VAX-1 (Grupo 1) o con VAX-2 (Grupo 2).

Los resultados del aislamiento del virus se muestran en las Tablas 55 y 56. Después del desafio con un virus
virulento de influenza canina, se aislo el virus de influenza canina de 5 de 15 perros (33%) del Grupo 1 (VAX-1), 0 de
5 perros (0%) del Grupo 2 (VAX-2) y 17 de 20 controles (85%) (Grupo 3). Tanto los vacunados con la vacuna
inactivada de virus de influenza equina (VAX-1) como con el virus de influenza canina (VAX-2) demostraron una
reduccion significativa (p = 0,004) de la eliminacion de virus en las secreciones nasal u oral o ambas (Tabla 55) en
comparacioén con los controles.

Conclusion:

Los resultados de este estudio demuestran que: (1) las vacunas de virus H3N8 de influenza equina inactivado y virus
de la influenza canina pueden inducir respuestas de anticuerpos HI reactivos en perros vacunados, (2) el uso de la
vacuna de virus H3N8 de influenza equina o de virus de influenza canina pueden reducir la gravedad de la
enfermedad por virus de influenza canina en perros, y (3) el uso de una vacuna de virus H3N8 de influenza equina o
de virus de influenza canina puede reducir la excrecion de virus en las secreciones nasal y/u oral.

Tabla 52. Signos clinicos y sistema de puntuacion
Signos clinicos Puntuacidn por dia
Temperatura

<103,0°F (<39,4°C) 0
103,0 - 103,9°F (39,4- 2
104,0-104,9°F (40,0-40,5°C)|3
> 105,0°F (>40,6°C) 4
Tos

Sin tos 0
Ocasional 2
Paroxistica 4
Estornudos

Sin estornudos 0
Ocasional 1
Paroxisticos 2
Descarga nasal

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
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Tabla 52. Signos clinicos y sistema de puntuacion
Signos clinicos Puntuacidn por dia
Descarga Ocular

Sin descarga 0
Serosa -ligera 1
Serosa -copiosa 1
Mucopurulenta-ligera 2
Mucopurulenta-copiosa 3
Hemoptisis

No 0
Si 5
Depresion

No 0
Si 1
Anorexia

No 0
Si 1
Signos respiratorios
Ninguno 0
Estertores 3
Disnea 4
Jadeos 5
Expectoracion mucosa

No 0
Si 2
Vomitos

No 0
Si 1
Anormalidades fecales

No 0
Si 1

Tabla 53. Serologia — Titulos de inhibicion de hemaglutinacion

Grupo N°|ID del Perro| Tratamiento|Via de vacunacion Titulo HI
Dias tras vacunacion| Dias post-desafio
0| 7 | 14 [28**| 35 |42*** 7 | 14
1 AYS Vacunado IM <10(<10|<10| 20 | 40 | 40 | 80 |>640
1 AZV Vacunado IM <10|<10[< 10| 20 | 40 | 40 |160|=640
1 BAD Vacunado IM <10(<10|< 10| 40 | 40 | 80 (80| 320

73




ES 2496315713

Tabla 53. Serologia — Titulos de inhibicion de hemaglutinacion

Grupo N°|ID del Perro| Tratamiento|Via de vacunacion Titulo HI
Dias tras vacunacion| Dias post-desafio
0| 7 | 14 [28**| 35 |42*** 7 | 14
1 BAE Vacunado IM <10(<10| 10 | 20 | 20 | 20 (40| 320
1 BAH Vacunado IM <10|<10[ 10 | 10 | 40 | 40 |160|=640
1 BAJ Vacunado IM <10(<10| 10 | 20 | 80 | 80 40| 320
1 BAN Vacunado IM <10{ 10 | 10 | 20 | 40 | 40 (40| 320
1 BBN Vacunado IM <10{ 10 | 10 | 20 | 80 | 80 (40| 320
1 BBT Vacunado IM <10(<10|< 10| 20 | 40 | 40 (40| 160
1 BBY Vacunado IM <10|<10[{< 10| 20 | 80 | 80 |160|=640
1 BCS Vacunado IM <10[ 10 | 40 | 40 |160| 160 (160| 160
1 BCz Vacunado IM <10{ 10 | 10 | 20 | 80 | 40 (160| 160
1 BDP Vacunado IM <10({<10|< 10| 20 | 40 | 40 | 80 |=640
1 BEE Vacunado IM <10( 10 | 20 | 40 | 80 | 80 [160| 320
1 BEY Vacunado IM <10(<10| 10 | 10 | 40 | 40 (160| 160
2 AZH Vacunado SC <10(<10| 10 | 20 | 80 | 80 (160| 160
2 AZT Vacunado SC <10|<10[ 10 | 10 | 40 | 80 |320|=640
2 BBC Vacunado SC <10{< 10| 20 | 40 |160| 160 [ 80 | 160
2 BCM Vacunado SC <10(<10| 10 | 20 | 80 | 40 (80| 160
2 BEB Vacunado SC <10(<10|<10| 10 | 20 | 40 (80| 160
3 AYT Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10( 40| 320
3 AZJ Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10| 20| 160
3 AZL Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10( 40| 160
3 AZN Control N/A <10{< 10|<10{<10|< 10| <10(160| 160
3 BAB Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10( 40| 320
3 BBD Control N/A <10|<10[<10({<10|< 10| < 10|320|= 640
3 BBU Control N/A <10{< 10|<10{<10|< 10| <10(160| 160
3 BBZ Control N/A <10{< 10| <10|{<10|< 10| <10| 20| 160
3 BCC Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10( 40| 320
3 BCD Control N/A <10{<10|<10|<10|< 10| < 10| 80 |= 640
3 BCG Control N/A <10|< 10| to [<10|<10|<10]| 40 |=640
3 BCI Control N/A <10{<10|<10{<10|< 10| <10| 20| 320
3 BCL Control N/A <10{<10|<10|<10|< 10| < 10| 80 |= 640
3 BCV Control N/A <10[{<10|<10{<10|< 10| <10( 40| 320
3 BDU Control N/A <10{<10|<10|<10|< 10| < 10| 80 |= 640
3 MFI Control N/A NT | NT | NT | NT [<10{<10| 80 | 320
3 MFJ Control N/A NT | NT | NT | NT [<10{<10| 40 | 320
3 MFK Control N/A NT | NT | NT | NT [<10{<10| 80 | 320
3 MFR Control N/A NT | NT | NT | NT [<10{<10| 80 | 320
3 MFS Control N/A NT [ NT | NT | NT [<10[{<10(160|= 640
*Primera vacunacion
**Segunda vacunacion
***Dia del desafio
Tabla 54. Analysis of total canine influenza disease clinical scores
Grupo Tratamiento Media de la puntuacién total por perro Valor de p*
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Tabla 54. Analysis of total canine influenza disease clinical scores

Grupo Tratamiento Media de la puntuacién total por perro Valor de p*
1 VAX-1 9.1 < 0,001 (Grupo 1 vs, 3)
2 VAX-2 5,4 < 0,001 (Grupo 2 vs, 3)
3 Control 24 .1 -

*Analizado utilizando un procedimiento NPARIWAY de SAS® Version 9.1 (los grupos de vacunas se compararon
utilizando el procedimiento GLM)

Tabla 55. Eliminacion de virus post-desafio

Grupo Tratamiento Porcentaje de perros que excretan virus Valor de p*
1 VAX-1 33% (5/15) 0,004 (Grupo 1 vs. 3)
2 VAX-2 0% (0/5) 0,004 (Grupo 2 vs. 3)
3 Control 85% (17/20) --

*Analizado utilizando un procedimiento FREQ de SAS® (Version 9.1) y Valor de p asociado con el ensayo exacto de
Fisher
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Tabla 57. Similitudes en las secuencias de aminoacidos codificadas por el gen de Hemaglutinina,
neuraminidasa y nucleoproteina entre los virus de influenza

Gen (Canine /Florida/43/2004) :ri:?'i:gggiggsla secuencia de gecnocr::ep\;i::csig: influenza utilizados para
Hemaglutinina 88 equine/Algiers/72

HA 90 equine/Sao paulo/6/69
HA 91 equine/Miami/1/63

HA 93 equine/Newmarket/79
HA 94 equine/Kentucky/1/81
HA 95 Equi-2/Ludhiana/87

HA 96 Equine/Alaska/1/91

HA 97 equine/Tennessee/5/86
HA 98 equine/Kentucky/5/02
HA 99 equine/Ohio/1/2003

HA 99 canine/Florida/242/2003
Neuraminidasa 88 Eq/Algiers/72

NA 90 equine/Sao Paulo/6/69
NA 91 equine/Miami/1/63

NA 93 equine/Newmarket/79
NA 94 equine/Kentucky/1/81
NA 95 Equi-2/Ludhiana/87

NA 96 equine/Santiago/85

NA 97 equine/Tennessee/5/86
NA 98 equine/Kentucky/5/2002
NA 99 equine/Ohio/1/2003

NA 99 canine/Florida/242/2003
Nucleoproteina ("NP") 94 equi/Miami/1/63

NP 97 equine/Kentucky/1/81
NP 99 equine/Kentucky/5/02
NP 99 equine/Ohio/1/2003

NP 99 canine/Florida/242/2003

» o«

Las palabras “comprender”, “comprende” y “comprendiendo” en la presente patente (incluyendo las reivindicaciones)
se tienen que interpretar de manera inclusiva mas que exclusiva.

Se pretende que la descripcion detallada anterior de las realizaciones preferidas solamente sea para familiarizar a
otros expertos en la técnica con la invencion, sus principios, y su aplicacién practica, de manera que otros expertos
en la técnica puedan adaptar y aplicar la invencidon en sus numerosas formas para que se adapten mejor a las
necesidades de un uso en particular. La presente invencion, por lo tanto, no se limita a las realizaciones anteriores,
que pueden modificarse de varias formas.
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<222> (1)..(2277)
<400> 1
atg gag aga ata gaa gaa ctg aga gat ctg atg tta caa tce cge ace 48
Met Glu Arg Ile Glu Glu Leu Arg Asp Leu Met Leu Gln Ser Arg Thr
1 5 10 15
cgc gag ata cta aca aaa act act gtg gac cac atg gcc ata atc aag 96
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Ile

aag
Lys

aac
Asn

aag
Lys

999
Gly
245

aga

Axrg

gag
Glu

tce
Ser

tgg
Tep

ata
Ile
325

ccg

ES 2496315713

70

gat
Asp

atc
Ile

aga
Arg

aat
Asn

Ete
Phe
150

tEg
Phe

aca
Thr

aga
Arg

aga
Arg

gac
Asp
230

atg
Met

ata
Ile

aaa
Lys

caa
Gln

aat
Asn
310

act
Thr

att

tgt
Cys

tet
Phe

gtg
Val

agyg
Axg
135

aga
Arg

ctc
Len

aca
Thr

atg
Met

aag
Lys
215

gt
Ala

cag
Gin

tgt
Cys

aag
Lys

gac
Asp
295

gaa
Glu

aga
Arg

atg

gta
Val

gaa
Glu

gac
Asp
120

aat
Asn

tca
Ser

aaa
Lys

cac
His

gta
val
200

agc

Ser

gag
Glu

ata
Ile

gaa
Glu

gcc
Ala
280

act
Thx

aat
aAsn

aac
Asn

tte

ttg
Leu

aat
Asn
105

aaa

Lys

caa
Gln

aat
Asn

gat
Asp

ttc
Phe
185

aca

Thr

tat
Tyr

aga
Arg

aga
Arg

aag
Lys
265
aaa
Lys

gaa
Glu

cag
Gln

cag
Gln

tca

88

gaa
Glu
90

teg
Ser

cta
Leu

cet
Pro

ggt
Gly

gte
val
17¢

caa
Gln

cag
Gln

cta
Leu

999
Gly

999
Gly
250

ctt

Leu

ctg
Leu

cte
Leu

aac
Asn

cca
Pro
330

aatc

75

gca
Ala

tgt
Cys

aca
Thr

gcc
Ala

ctg
Leu
158

atg
Met

cgg
Arg

aga
Arg

atc
Ile

aaa
Lys
235

tte
Phe

gaa
Glu

gok
Ala

tec
Ser

cca
Pro
315

gaa
Glu

ada

atg
Met

ctt
Leu

caa
Gln

gca
Ala
14%

act
Thr

gag
Glu

aag
Lys

acce
Thr

aga
Arg
220

ttg
Leu

gka
val

caa
Gln

aat
Asn

ttc
Phe
300

cge
Arg

tgg
Trp

aktg

gct

ala

gaa
Glu

ggc
Gly
125

aca
Thr

tece
Ser

tce
Ser

aga
Arg

ara
Ile
205

aca

Thr

aad
Lys

tat
Tyr

tca
Ser

gtc
Val
285

acc
Thr

ata
Ile

tte
Bhe

gca

tte
Phe

acg
Thr
110

cga
Arg

gca
Rla

aat
Asn

atg
Met

aga
Arg
180

g9g9
Gly

tta
Leu

cga
Arg

ttt
Phe

gga
Gly
270

gte
val

atc
Ile

ttc
Phe

aga
Arg

aga

ctt
Leu
95

atg
Met

caa
Gln

ctt
Leu

gaa
Glu

adac
Asn
175

gta
val

aaqg
Lys

acec
Thz

cga
Arg

gtt
Val
255

ttg

Leu

aga
Arg

act
Thr

cty
Leu

aat
Asn
335

ctg

80

gaa
Glu

gayg
Glu

act
Thr

gect
Ala

tcg
Ser
160

aaqg
Lys

aga
Arg

aaa
Lys

cta
Len

gca
Ala
240

gaa

Glu

cca
Pro

aaa
Lys

999
Gly

gca
Atla
320

gtt
Val

a999

288

33e

304

432

480

528

576

624

672

720

768

g91é

B64

312

960

1008

1056



Leu

aaa
Lys

cca
Pro

aca
Thr
385

get
Ala

act
Thr

aag
Lys

ttg
Leu

aga
Arg
465

aag
Lys

tag
Ty

9499
Gly

gtc
Val

caa
Gln
545

tge
Cys

aag
Lys

gat
Asp

Ser

gga
Gly

gca
Ala
370

aaa
Lys

tca
Ser

gtg
Val

acc
Thr

ata
Ile
450

ttc
Phe

tce
Ser

cgg
Arg

gtt
Val

atc
Ile
5310

atg
Met

cat
His

aaa
Lys

999
Gly

Ile

cat
Tyr
355

gaa
Glu

aag
Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

aca
Thr
435

gtg
val

tat
Tyr

tac.

Tyr

tat
Tyr

tcc
Jer
515

aaa
Lys

gca
Ala

aga
Arg

ctg
Leu

ggt
Gly
595

Ala
340

atg
Met

atg
Met

aaa
Lys

agt
Ser

ggt
Gly
420

tac
Tyr

aat
Asn

aga
Arg

ata
Ile

ggt
Gly
500

gga
Gly

aac
Asn

ctc
Leu

ggt
Gly

tag
Trp
580

cca
Pro

Pro

ttt
Phe

cta
Leu

att
Ile

cct
Pro
405

gta
Val

kg9
Trp

dgcg
Ala

act
Thr

aat
Asn
485

Lt
Phe

ata
Ile

aag
Asn

caa
Gln

gat
Asp
565

gaa

Glu

dac
Asn

ES 2496315713

Ile

gaa
Glu

gca
Ala

gag
Glu
390

ggc
Gly

tce
Jer

tag
Trp

cct
Pro

tgc
Cys
470

aga
Arg

gta
Val

aat
Asn

atg
Met

cte
Leu
550

ace
Thr

cag
Gln

cta
Leu

Mat

agc
Ser

age
Ser
375

aag
Lys

atg
Met

ata
Ile

gat
Asp

aat
Asn
455

aaa
Lys

act
Thr

gee
Ala

gaa
Glu

ata
Ile
535

tte
Phe

cag
Gln

act
Thr

tat
Tyr

Phe

aaa
Lys
360

att
Ile

ata
Ile

atg
Met

tta
Leu

ggt
Gly
440

cat
His

ctg
Leu

gga
Gly

aat
Asn

tct
Ser
S20

aat
Asn

att
1le

ata
Ile

cga
Arg

aac
Asn
600

Ser
345

agt
Ser

gac
Asp

cga
Arg

atg
Met

aac
Asn
425

ctg
Leu

gaa
Glu

gte
Val

aca
Thr

ttc
Phe
505

gca
Ala

aat
Asn

aag
Lys

caa
Gln

tca
Ser
585

ate
Tle

89

asn

akg
Met

cta
Leun

cea
Pro

gJga
Gly
410

ctyg
Leu

caa
Gln

gga
Gly

a999
Gly

ttc
Phe
430

agc
Ser

gac
Asp

gat
Asp

gat
Asp

acc
Thr
570

aag

Lys

aga
Arg

Lys

aaa
Lys

aaa
Lys

ctt
Leu
395

atg
Met

ggc
Gly

tca
Ser

gta
Val

ate
Ile
475

gaa
Glu

atg
Mer

atg
Met

a2t
Leu

tat
Tyr
555

aga
Arg

act
Thr

aac
Asn

Met

ttg
Leu

tat
Tyr
380

ctg
Leu

tte
Phe

cag
Gln

tce
Ser

caa
Gln
460

aag

Asn

tte
Fhe

gaa
Glu

agc
Ser

ggt
Gly
540

= 1)
Arg

aga
Arg

ggt

Gly

cta
Leu

Ala

aga
Azg
365

tte
Phe

gtt
val

aac
Asn

agy
Arg

gat
Asp
445

get
Ala

atg
Met

aca
Thr

cta
Leu

att
Ile
525

cet
Pro

tac
Tyr

tct
Ser

cta
Len

<ac
His
608

Arg
350

act
Thr

aat
Asn

gac
Asp

atg
Met

aaa
Lys
4130

gac
Asp

gga
Gly

agc
Ser

agoe
Ser

[ofuted
Bro
510

gga
Gly

gece
Ala

aca
Thr

Lttt
Phe

ctg
Lau
590

ate
Ile

Leu

caa
Gln

gat
Asp

g9g9
Gly

ttyg
Leu
415

tac
Tyr

tte
Phe

gta
val

aaa
Lys

Ltt
Phe
495

agt
Ser

gtg
Val

acqg
Thr

tac
Tyr

gag
Glu
575

gta
val

ccg
Pro

Gly

ata
Ile

tca
Ser

act
Thr
400

agc
Ser

aca
Thr

gct
Ala

gac
Asp

aag
Lys
480

tte
Fhe

ttt
Phe

aca
Thr

gca
Ala

cgg
Arg
560

ttg

Leu

tca
Ser

gas
Elu

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824
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gte
Val

tge
Cys
625

aac
Asn

tat
Tyr

tee
Ser

tat
TYyr

tac
Tyr
705

agg
Arg

aag
Lys

cte
Leu

<210> 4
<211> 757
<212> PRT

tgt
Cys
610

aat
Asn

agt
Ser

gat
Asp

ata
Ile

cag
Gln
690

aga

Arg

gcc
Ala

gat
Asp

aga
Arg

tta
Leu

cca
Pro

gca
Ala

gct
Ala

ttg
Leu
675

aaa
Lys

aga
Arg

cgc
Arg

gag
Glu

cgg
Aryg
755

aaa
Lys

ttg
Leu

gta
Yal

gtr
Val
660

aac
Asn

tgc
Cys

cca
Pro

act
Ile

ttc
Phe
740

caa
Gln

<213> Virus de la influenza

<400> 4

Met Asp Val Asn

1

Ala Ile Ser Thr

tgq
Trp

aat
Asn

gta
Val
645

gca

Ala

aca
Thx

tgc
Cys

gte
Val

gat
Asp
725

gct
Ala

aaa
Lys

20

ES 2496315713

9ag
Glu

cct
Pro
630

atg
Met

aca
Thr

agc
Ser

daac
Asn

gga
Gly
710

gca
Ala

gag
Glu

tag

cta
Leu
4615

ttc
Phe

cet
Bro

aca
Thr

caa
Gln

ctyg
Leu
695

att
Tle

cga
Arg

atc
Ile

Pro Thr

5

Thr Phe

Gly Thr Gly Thr Gly Tyr

Tyr Ser Glu Lys
50

Gin Leu Asn Pro

65

35

- Gly Lys

Ile Asp

70

atg
Met

gtE
Val

geg
Ala

cat
His

agg
ALg
68¢

ttt
Phe

tct
Ser

att
Ile

atg
Met

Leu Leu Phe Leu

Fro Tyr Thr Gly
25

Thr Met Asp Thr Val Asn Arg Thr Ris

- Trp Thr Thr Asn

85

Gly Pro Leu Pro

gat
Asp

agt
Ser

cat
His

tct
Ser
665

gga
Gly

gaa
Glu

agt
Ser

gac
Asp

aag
Lys
745

40

90

gaa
Glu

cac
His

gg9c
Gly
650

tqgg
Trp

gta
Val

aad
Lys

atg
Met

tte
Phe
730

atc
Ile

gat
Asp

daa
Lys
635

cct

Pro

atc
Ile

cte
Leu

tte
Phe

gte
Val
715

gaa
Glu

tgt
Cys

10

tat
Tyr
620

gaa
Glu

gcc
Ala

ccc
Fro

gaa
Glu

tte
Phe
700

gag
Glu

tot
Ser

tcec
Ser

Lys Val Pro Ala Gln

Asp Pro Pro Tyr Ser

Thr Glu Ile Gly Ala’

Glu Asp Asn Glu Pro

75

aag
Lys

att
Ile

aaa
Lys

aag
Lys

gat
Asp
685

cec
Pro

gcc
Ala

gga
Gly

acc
Thr

60

agg
Gly

gaa
Glu

agc
Ser

agg
Arg
670

gag
Glu

agc
Ser

atg
Met

<gg
Arg

att
Ile
150

45

agg
Arg

tca
Ser

atg
Met
655

aac

Asn

cag
Gln

agc
Ser

gtg
Val

ata
Ile
735

gaa
Glu

30

cta
Leu

gte
Val
640

gag
Glu

cgyq
Arg

atyg
Met

tca
Ser

tce
Ser
720

aag
Lys

gag
Glu

15

Asn

His

Gln

Pro

Ser

1872

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2274



Gly

Glu

Val

Tyr

Asn

1435

Gly

Glu

Bsp

Lys

Asn

225

Ile

Thr

Val

Met

Tyr

Ser

Ile

Asp

130

Thr

Arg

Glu

Asn

Gln

210

Thr

Ala

Leu

Gly

Met

280

Asp
305

Met

Leu

Asn

Ile

Ser

Ala

His

Gln

115

Trp

Ile

Leu

Met

Met

195

Arg

Met

Thr

Ala

Gly

275

Thr

Thre

Thr

Ile

Gln

Pro

100

Gln

Thx

Glu

Met

Glu

180

Thr

Leu

The

Pxo

Arg

260

Asn

Asp

Lys

Tyr

Ala
340

ES 2496315713

Thr

g5

Gly

Thr

Leu

Val

Asp

165

Ile

Lys

Asn

Lys

Gly

245

Arg

Glu

Ser

Trp

Ile

325

Pro

Asp

Ile

Arg

Asn

Phe

150

Phe

Thr

Arg

Arg

Asp

230

Met

Ile

Lys

Gln

Asn

310

Thr

Ile

Cys

Val

Leu

Phe Glu Asn

Val

Rrg

135

Arg

Leu

Thr

Met

Lys

215

Ala

Gln

Cys

Lys

Asp

295

Glu

Arg

MebL

Asp

120

Asn

Ser

Lys

His

val

200

Ser

Glu

Ile

Glu

Ala

280

Thr

Asn

Asn

Phe

91

105

Lys

Gln

Asn

Asp

Phe

185

Thr

Tyr

Ary

Arg

Lys

265

Lys

Glu

Gln

Gln

Ser
345

Glu

Ser

Leu

Pro

Gly

Val

170

Gln

Gln

Leu

Gly

Gly

250

Leu

Leu

Leu

Asn

Pro

330

Asn

Ala

Cys

Thr

Ala

Leu

155

Met

Arg

Arg

Tle

Lys

235

Phe

Glu

Ala

Ser

Pro

315

Glu

Lys

Met

Leu

Gln

Ala

140

Thr

Glu

Lys

Thr

Arg

220

Leu

Val

Gln

Asn

Phe

300

Arg

Trp

Met

Ala

Glu

Gly

123

Thr

Ser

Ser

Arg

Ile

205

Thr

Lys

Tyr

Ser

val

285

Thr

Ile

Phe

Ala

Phe

Thr

110

Arg

Ala

Asn

Met

Arg

190

Gly

Leu

Arg

Phe

Gly

270

Val

Ile

Phe

Arg

Arg
350

Leu

95

Met

Gln

Leu

Glu

Asn

175

Val

Lys

Thr

Arg

Val

255

Leu

Arg

Thr

Leu

Asn

335

Leu

Glu

Glu

Thr

Ala

Ser

160

Lys

Arg

Lys

Leu

Ala

240

Glu

Pro

Lys

Gly

Ala

320

Val

Gly



Lys

Pro

Thr

385

Ala

Thr

Lys

Leu

Arg

465

Lys

Tyr

Gly

Val

Gln

545

Cys

Lys

Asp

Val

Gly

Ala

30

Lys

Ser

Val

Thr

Ile

450

Phe

Ser

Arg

Val

Ile

530

Met

His

Lys

Gly

Cys

Tyr

355

Glu

Lys

Leu

Leu

Thr

435

Val

Tyr

Tyr

Tyr

Ser

515

Lys

Ala

Arg

Leu

Gly

595

Leu

Met

Met

Lys

Ser

Gly

420

Tyr

Asn

Arg

Ile

Gly

500

Gly

Asn

Leu

Gly

Trp

580

Pro

Lys

ES 2496315713

Phe

Leu

Ile

Pro

105

val

Trp

Ala

Thr

Asn

485

2he

Ile

Asn

Gln

Asp

565

Glu

Asgn

Trp

Glu

Ala

Glu

390

Gly

Ser

Trp

Pro

Cys

470

Arg

Val

Asn

Met

Leu

550

Thr

Gln

Leu

Glu

Serx

Ser

375

Lys

Met

Ile

Asp

asn

455

Lys

The

Ala

Glu

Ile

535

Phe

Gln

Thr

Tyr

Leu

Lys

360

Ile

Ile

Met

Leu

Gly

440

His

Leu

Gly

Asn

Ser

520

Asn

Ile

ile

Arg

Asn

600

Met

92

Ser

Asp

Arg

Met

Asn

425

Leu

Glu

val

Thr

Phe

505

Ala

Asn

Lys

Gin

Ser

585

Ile

Asp

Met

Leu

Pro

Gly

410

Leu

Gln

Gly

Gly

Phe

490

Sex

Asp

Asp

Asp

Thr

570

Lys

Arg

Glu

Lys Leu Arg

Lys

Leu

395

Meat

Gly

Ser

Val

Ile

475

Glu

Met

Met

Leu

Tyr

555

Arg

Thr

Asn

Asp

Tyr

380

Leu

Phe

Gln

Sex

Gln.

460

Asn

Phe

Glu

Ser

Gly

540

Arg

Arg

Gly

Leun

Tyr

365

Phe
Val
Asn
Arg
Asp
445
Ala
Met
Thr
Leu
Ile
525
Pro
Tyf
Ser
Leu
His

605

Lys

Thr

Asn

Asp

Met

Lys

430

Asp

Gly

Ser

Ser

Pro

510

Gly

aAla

The

Phe

Leu

590

Ile

Gly

Gln

Asp

Gly

Leu

415

Tyr

Phe

Val

Lys

Phe

4985

Ser

Val

Thr

Tyr

Glu

575

Val

Pro

Arg

Ile

Ser

Thr

400

Ser

Thr

Ala

asp

Lys

4890

Phe

Phe

Thr

Ala

Arg

360

Leu

Ser

Glu

Leu



10

Cys

625

Asn

Tyr

Ser

Tyr

Tyr

705

Arg

Lys

Leu

810

Asn

Ser

Asp

Ile

Gln

690

Arg

Ala

Asp

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu

675

Lys

Arg

Arg

Glu

Arg
785

<213> Virus de la influenza

gaa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

gat
Asp
50

<210>5
<211> 2151
<212> ADN
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2151)
<400> 5
atg
Met
1
gcg
Ala
aac
Asn
teg
Ser
tct

ggt

gac
aAsp

aag
Lys

LEE
Phe
35

ttE
Phe

gac

ttt
Phe

gca
Ala
20

gca
Ala

cac
His

cca

ES 2496315713

Leu Asn Pro

Val

val
660

Asn

Cys

Pro

Ile

Phe
740

Gln

gtg
Val

atg
Met

gca
Ala

tEt
Phe

aat

Val
64%

Ala

Thr

Cys

Val

Asp
725

Ala

Lys

<ga
aArg

aaa
Lys

ata
Ile

att
Ile

gct

630

Met

Thz

Ser

Asn

Gly
710

Ala

Glu

cag
Gln

gaa
Glu

tge
Cys

aat
aAsn

ctt

615

Phe

Pro

Thr

Gln

Leu
695

Ile

Arg

Ile

tge
Cys

tat
Tyr

act
Thr
40

gaa
Glu

ttg

Val Ser

Ala His

His Ser
665

Arg Gly
680

Phe Glu

Ser Ser

Ile Asp

Met Lys
745

ttc aat
Phe Asn
10

gga gag
Gly Glu
25

cac ttg
His Leu

ctg ggt
Leu Gly

dad cac

93

His

Gly
650

Trp

val

Lys

Met

Phe
730

Ile

crd
Fro

aac
Asn

gaa
Glu

gag
Glu

aga

Lys
6315

Pro

Ile

Leu

Phe

Val
715

Glu

Cys

atg
Met

ccg
Pro

gtc
Val

tca
Ser

LEL

620

Glu

Ala

Pro

Glu

Phe
700

Glu

Ser

Ser

atc
Ile

aaa
Lys

tge
Cys
15

gtg
val

gaa

Ile

Lys

Lys

Asp
685

Pro

aAla

Gly

Thr

gte
val

atc
Ile
30

ttc
Phe

gtc
val

atc

Glu

Ser

Arg
670

Glu

Ser

Met

Arg

Ile
750

gag
Glu
15

gaa
Glu

atg
Mek

ata
Ile

ate

Ser

Met
655

Asn

Gln

Ser

Val

Ile
735

Glu

ctt
Leu

aca
Thr

tac
Tyr

gag
Glu

gag

Val

640

Glu

Arg

Met

Ser

Ser

720

Lys

Glu

48

96

144

192

240



Ser
65

agqg
Gly

ace
Thr

aag
Lys

ata
Ile

atc
Ile
145

tat
Ty

ace
Thr

cag
Gln

999
Gly

agc
Ser
225

tge
Cys

atc
Ile

agt
Gly

aaa
Lys

tat
Tyr
305

age
Ser

Gly

aga
Arg

aca
Thr

gag
Glu

tac
Tyr
130

cac
His

act
Thr

ata
Ile

tce
Serx

acqg
Thr
210

ctt
Leu

att
Ile

gaa
Glu

cca
Pro

ctg
Leu
290

gat
Asp

act
ile

Asp

gat
Asp

aga
Arg

aac
Asn
115

tac
Tyr

att
Ila

ctt
Leu

aga
Arg

gag
Glu
195

atg
Met

gaa
Glu

gag
Glu

cca
Pro

ceo
Pro
275

age

Ser

gca
Ala

gkt
val

Pro

cga
Aryg

get
Ala
100

aga
Arg

ckg
Leu

tte
Phe

gat
Asp

caa
Gln
180

aga
Arg

cqc
Arg

aat
Asn

agt
Ser

Lttt
Phe
260

tge
Cys

att
Ile

atc
Ile

aaa
Lys

Asn

aca
Thr
85

gaa
Glu

tet
Phe

gag
Glu

tca
Ser

gaa
Giu
165

gaa
Glu

ggc
Gly

aayg
Lys

ttt
Phe

aag
Lys
245

tca
Ser

cat
His

gag
Glu

aaa
Lys

cca
Pro
3zs

ES 2496315713

Ala
0

atg
Met

aaa
Lys

gtt
val

aag
Lys

ttt
Phe
150

gag
Glu

atg
Met

gaa
Glu

ctt
Leu

aga
Arg
230

ctt
Leu

aag
Lys

cag

Gln

gac
Asp

tge
Cys
310

cat
His

Leu

gca
Ala

cct
Pro

gaa
Glu

gcc
Ala
135

aca
Thr

agt
Ser

gec
Ala

gag
Glu

gce
Ala
215

gtc
Val

tct
Ser

aca
Thr

cga
Arg

cca
Pro
295

atg
Met

gaa
Glu

Leu

tay
Trp

aaa
Lys

att
Ile
120

aac
Asn

Jga
Gly

aga
Arg

agt
Ser

aca
Thr
200

aat
Asn

tat
TYyr

caa
Gln

aca
Thr

tet
Ser
280

agt
Ser

aaa
Lys

aag
Lys

Lys

aca
Thr

A ]
Phe
105

ggt
Gly

aaa
Lys

gag
Gla

gce
Ala

aga
Arg
185

att
Ile

tac
Tyr

gtg
val

atg
Met

cce
Pro
265

aaa
Lys

cag
His

act
Thr

ggt
Gly

94

His

gta
Val

ctt
Leu

gtg
Val

ata
Tle

gaa
Glu

agqg
Arg
170

ggc
Gly

gaa
Glu

agt
Ser

gat
Asp

tce
Ser
250

cga
Arg

tto
Phe

gag
Glu

ttc
Phe

ata
Ile
330

Arg
75

gta
Val

cca
Pro

aca
Thr

aag
Lys

atg
Met
155

ate
Ile

cto
Leu

gaa
Glu

ctc
Leu

gga
Gly
235

aaa
Lys

cca
Pro

ttg
Leu

gga
Gly

ttt
Phe
315

aac
Asn

Phe

aac
Asn

gat
Asp

agg
Arg

tct
Ser
140

gct
Ala

aag
Lys

tgg
Trp

aga
Arg

cca
Pro
220

ttc
Phe

gaa
Glu

cte
Leu

cta
Leu

gag
Glu
300

gga
Gly

ccyg
Pro

Glu

agc
Ser

tta
Leu

aga
Arg
125

gag
Gla

aca
Thr

acc
Thr

gat
Asp

tet
Phe
205

ccg
Pro

gaa
Glu

gta
Val

aaa
Lys

atg
Met
205

gga
Gly

tgg
Trp

aac
Asn

Ile

atc
Ile

tac
Tyr
110

gaa
Glu

aaa
Lys

aad
Lys

aga
Aryg

tcc
Ser
190

gaa
Glu

aac
Asn

cecg
Pro

aat
Aan

atg

‘Met

270

gat
Asp

ata
Ile

aaa
Lys

tat
Tyr

Ile

£gc
Cys
95

gac
Asp

gtt
val

aca
Thr

gcg
Ala

cka
Leu
175

Lttt
Phe

ata
Ile

ttec
Phe

aac
Asn

gcc
Ala
255

€Ca
Pro

gct
Ala

cca
Pro

gag
Glu

cte
Leu
335

Glu
ag

aac
Asn

tat
Tyx

cac
His

cat
His

gac
Asp
160

tte
Phe

cgt
Arg

aca
The

tee
Ser

ggc
Gly
240

aga
Arg

ggt
Gly

ctg
Leu

cta
Leu

cce
Pro
320

caa
Gln

288

316

384

432

180

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008



act
Thr

agg
Arg

gca
ala

aaa
Lys
385

agg
Arg

ctg
Leu

gce
Ala

gag
Glu

atc
Ile
165

caa
Gln

aaa
Lys

aat
Asn

gat
Asp

att
Ile
545

atg
Met

tgg
Trp

gaa
Glu

tgg
Trp

ace
Thr

cta
Leu
370

gac
Asp

tct
Ser

aca
Thr

cca
Pro

att
Ile
450

dac
Asn

tta
Leu

aca
Thr

gat
Asp

cca
Pro
330

aga
Gly

tet
Phe

gga
Gly

age
Ser

aag
Lys

cce
Pro
355

ggt
Gly

ate
Ile

ctt
Leu

gat
Asp

ata
Ele
435

tce
Ser

act
Thr

att
Ile

aat
Asn

act
Thr
515

aga
Arg

gac
Asp

ttg
Leu

atg
Met

atg
Met
595

caa
Gln
340

aag
Lys

gaa
Glu

aat
Asn

gca
Ala

tca
Ser
420

gaa
Glu

cat
His

get
Ala

ccg
Pro

tta
Leu
500

gac
Asp

tet
Phe

atg
Met

tat
Tyr

qaa
Glu
580

ate
Ile

gta
Val

ace
The

aat
Asn

gat
Asp

agt
Ser
405

age
Ser

tac
Tyr

tgt
Cys

cta
Leu

atg
Met
485

tat
Tyr

gtg
Val

gag
Glu

ctt
Leu

gta
val
SE5%

atg
Met

gaa
Giy

ES 2496315713

tta
Leu

aag
Lys

atg
Met

tta
Leu
390

tgg
Trp

tgg
Tp

att
Ile

aga
Axg

cte
Leuw
470

ata
Ile

gga
Gly

gtg
val

cca
Pre

cta
Leu
550

agg
Arg

agg
Arg

gct
Ala

gaa
Glu

aat
Asn

gca
Ala
375

aaa
Lys

att
Ile

ata
Ile

gcg
Ala

gca
Ala
455

aat
Asn

agt
Ser

tte
Fha

aac
Asn

cac
His
535
aga
Arg

aca
Thr

cge
Arg

gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met
360

cca
Pro

caa
Gln

caa
Gln

gag
Glu

age
Ser
4490

aca
Thr

gea
Ala

aaa
Lys

ata
Ile

Tttt
Phe
520

aaa
Lys

act
The

aat
Asn

tgc
Cys

tcc
Ser
600

ata
Ile
345

aaa
Lys

gay
Glu

tat
Tyr

agt
Ser

ctc
Leu
425

atg
Met

gaa
Glu

tcc
Ser

tge
Cys

ata
Ile
505

gta
vVal

tgg
Trp

gct
Rla

gga
Gly

ctc
Leu
585

tca
Ser

95

caa
Gla

aaa
Lys

aaa
Lys

gac
Asp

gag
Glu
410

gat
Asp

agg
Arg

tat
Tyr

tgt
Cys

agyg
Arg
490

aag
Lys

agt
Ser

gaa
Glu

gta
Val

acc
Thr
570

cte

Leu

gte
val

gac
Asp

aca
Thr

gtq
Val

agt
Ser
395

tte
Phe

gaa
Glu

aga
Arg

ata
Ile

gct
ala
475

ace
Thr

gg9a
Gly

atg
Met

aaa
Lys

ggt
Gly
555

tct
Ser

cag
Gln

aaa
Lys

ctt
Leu

age
Ser

gat
Asp
380

gat
Asp

aac
Asn

att
Ile

aat
Asn

ata
Ile
460

gcqg
Ala

aaa
Lys

agg
Arg

gaa
Glu

tac
Tyr
540

caa
Gln

aaa
Lys

tce
Ser

gaa
Glg

gag aac gaa
Glu Asn Glu

caa
Gln
365

44 4
Phe

Jgag
Glu

d4aa
Lys

g99
Gly

tat
Tyr
445

aaa
Lys

atg
Met

gaa
Glu

tce
Ser

44
Phe
525

tgc
Cys

gty
Val

att
Ile

cty
Leu

aag
Lys
605

350

ttg
Leu

gag
Glu

cca
Pro

gct
Ala

gag
Glu
430

ttt
Phe

gga
Gly

gat
Asp

999
Gly

cat
His
510

tck
Ser

gtt
Val

tca
Ser

aaa
Lys

caa
Gln
580

gac
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

gaa
Glu

tgt
Cys
415

gat
Asp

act
Thr

gtg
val

gaa
Glu

aga
Arg
495

tta
Leu

ctc
Leu

cta
Leu

aga
Arg

atg
Met
575

cag
Gln

atg
Met

gaa
Glu

tgg
Trp

tgt
Cys

gca
ala
400

gag
Glu

gte
Val

gct
aAla

tac
Tyr

tte
Phe
4980

ag9
Arg

aga
Arg

act
Thr

gaa
Glu

cee
Pro
$60

aaa

Lys

att
Ile

ace
Thr

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

‘1584

1632

1680

1728

1776

1824
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<210>6

aaa
Lys

cce
Pro
625

tta
Leu

a99
Gly

aag
Lys

tca
Ser

tct
Ser
705

<211>716
<212> PRT
<213> Virus de la influenza

<400> 6

gaa ttt
Glu Phe

610

aaa gga
Lys Gly

gca aaa
Ala Lys

ttt tca
Phe Ser

gat gac
Asp Asp

cet
Phe

gtg
Val

tet
Ser

gct
Ala

ES 2496315713

gag aac
Glu Asn

gaa gag
Glu Glu

630

gtg ttt
Val Phe

645

€60

675

att gag
Ile Glu

690

tgg ttc
Trp Phe

Met

Ala

Bsn

Ser

Ser

65

Gly

Thr

Lys

Glu

Glu

Lys

Asp

50

Gly

Arg

Thr

Glu

ctg
Leu

gayg
Glu

aac
Asn

Asp

Lys

Phe

33

Phe

Asp

Asp

Arg

Asn
115

gaa tct
Glu Ser

gaa cct
Glu Pro

tgc ctg
Cys Leu

Ecc Ltc
Ser Phe

710

aaa tca
Lys Ser

615

gge tca
Gly Ser

aac agt
Asn Ser

agg aaa
Arg Lys

gga acc
Gly Thx

gayg
Glu

atc
Ile

tta
Leu

tta
Leu

aca
Thr

ag9
Gly

ktat
Tyr

tgg
Trp

aag
Lys

cct
Pro

620

635

650

665

680

att aat
Iie Asn

695

ctt aca
Leu Thr

Phe Val Arg

Ala Met Lys

20

Ala hla Ile

His Phe Ile

Pro Asn ala

70

Arg Thr Met

85

Ala Glu Lys

100

Arg Phe Val

Gln

Glua

Cys

Asn

35

Leu

Ala

Pro

Glu

et
Phe

gat
Asp

cat
His

Cys

Tyr

Thr

40

Glu

Leu

Trp

Lys

Ile
120

96

ctt
Leu

gat
asp

ccc
Pro

gca
Ala

gea
Ala

ctc
Leu

att
Ile

tog
Trp

ctg
Leu

gtt
Val

tct
Ser

act
Ile

agg9
Gly

gtt
val

ata gga
Ile Gly

tgc agg
Cys Arg

cca caa
Pro Gln

gtt cag
Val Gln

670

ggg tta
Gly Leu

685

700

715

Phe

Gly

25

His

Leu

Lys

Thr

Phe

105

Gly

Asn Pro Met

10

Glu

Leu

Gly

His

val

Leu

Val

aag
Lys

Asn

Glu

Glu

Arg

15

Val

Pro

Thr

ttyg ctt
Leu Leu

tag

gag tcc
Glu Ser

ace tta
Thr Leu
640

ctg gaa
Leu Glu
655

get ctt
Ala Leu

tat gaa
Tyr Glu

aat gca
Asn Ala

Ile val Glu

15

Pro Lys Ile Gla

30

Val Cys Phe Met

45

Ser Val val Ile

60

1

Phe Glu Ile Ile

Asn Ser Tle Cys

95

Asp Leu Tyr Asp

110

Arg Arg Glu val
125

1872

1926

1968

2016

2064

2112

2151

Leu

Thr

Tyr

Glu

Glu

aAsn

Tyr

Hisg



Ile

Ile

145

Tyr

Thr

Gln

Gly

Ser

225

Cys

Iie

Gly

Lys

Tyr

305

Ser

Thr

Arg

Ala

Lys

Tyr

130

His

Thr

Iie

Ser

Thr

210

Leu

Ile

Glu

Pro

Leu

290

Asp

Ile

Trp

Thr

Leu

310

Asp

Tyr

Ile

Leu

Arg

Glu

195

Met

Glu

Glu

Pro

ero

275

Ser

Ala

val

Lys

Pro

355

Gly

Ile

Leu

Phe

Asp

Gln

180

Arg

Arg

Asn

Ser

Phe

260

Cys

Ile

Ile

Lys

Gln

340

Lys

Glu

Asn

ES 2496315713

Glu

Ser

Glu

165

Glu

Gly

Lys

Phe

Lys

245

Ser

His

Glu

Lys

Pro

25

val

Thr

Asn

Asp

Lys

Phe

150

Glu

Met

Glu

Leu

Arg

230

Leu

Lys

Gln

Asp

Cys

310

His

Leu

Lys

Met

Leu

Ala

135

Thr

Ser

Ala

Glu

Ala

215

Val

Ser

Thr

Arg

Pro

295

Met

Glu

Glu

Asn

Ala

375

Lys

Asn

Gly

Arg

Ser

Thr

200

Ran

TYyr

Gln

Thr

Ser

280

Ser

Lys

Lys

Glu

Met

360

Pro

Gln

97

Lys

Glu

Ala

Arg

185

Ile

Tyr

Val

Met

Pro

265

Lys

His

Thr

Gly

Ile

345

Lys

Glu

Tyr

Ile

Glu

Arg

170

Gly

Glu

Ser

Bsp

Ser

250

Arg

fhe

Glu

Phe

Ile

330

Gln

Lys

Lys

Asp

Lys

Met

155

Ile

Leu

Glu

Leu

Gly

235

Lys

Pro

Leu

Gly

Phe

315

Asn

Asp

Thr

Val

Ser

Ser

140

ala

Lys

Trp

Arg

Pro

220

Phe

Glu

Leu

Leu

Glu

300

Gly

Fro

Leu

Ser

Asp

380

Asp

Glu

Thr

Thr

Asp

Phe

205

Pro

Glu

val

Lys

Met

285

Gly

Trp

Asn

Glu

Gin

365

Phe

Glu

Lys

Lys

Arg

Ser

190

Glu

Asn

Pro

Asn

Met

270

Asp

Ile

Lys

Tyr

Asn

350

Leu

Gla

Pro

Thr

Ala

Leu

175

Phe

Ile

Pha

Asn

Ala

255

Pro

Ala

Pro

Glu

Leu

335

Glu

Lys

Asp

Glu

His

Asp

160

Phe

Arg

Thr

Ser

Gly

240

Axg

Gly

Leu

Leu

Pro

320

Gln

Glu

Trp

Cys

Ala



igs

Arg

Len

Ala

Glu

Ile

465

Gln

Lys

Asn

Asp

Ile

545

Met

Trp

Glu

Lysa

Pro

625

Leu

Ser

Thr

pro

Ile

450

Asn

Leu

Thr

Asp

Pro

530

Gly

FPhe

Gly

Ser

Giu

610

Lys

Ala

Leu

Asp

Ile

435

Ser

Thr

Tle

Asn

Thr

315

Arg

Asp

Leu

Met

Met

59%

Phe

Gly

Lys

Ala

Ser

420

Glu

Hisg

Ala

Pro

Leu

500

Asp

Phe

Met

Tyr

Glu

580

Ile

Phe

val

Ser

ES 2496315713

Ser

403

Ser

Tyr

Cys

Leu

Met

485

Tyr

Val

Glu

Leu

val

565

Met

Glu

Glu

Glu

val
645

390

Trp

Trp

Ile

Arg

Leu

170

Ile

Gly

vVal

Pro

Leu

550

Arg

Arg

Ala

Asn

Glu

630

Phe

Ile

Ile

Ala

Ala

455

Asn

Ser

Phe

Asn

His

535

Arg

Thz

Arg

Glu

Lys

615

Gly

Asn

Gln

Glu

Ser

440

Thr

Ala

Lys

Ile

Phe

520

Lys

Thr

Asn

Cys

Ser

600

Ser

Ser

Ser

98

Ser

Leu

425

Met

Glu

Ser

Cys

Ile

505

Val

Trp

Ala

Gly

Leu

585

Ser

Glu

Ile

Leu

Glu

410

Asp

Arg

Tyr

Cys

Arg

490

Lys

Ser

Gly

Val

Thz

570

Leu

Val

Thr

Gly

Tyx
630

395

Phe

Glu

Arg

Ile

Ala

475

Thr

Gly

Met

Lys

Gly

555

Ser

Gln

Lys

Trp

Lys

635

Ala

Asn
Ile
Asn
Ile
460
Ala
Lys
Arg
Glu
Tyr
540
Gin
Lys
Ser
Glu
Pro
62Q

Val

Ser

Lys

Gly

Tyr

445

Lys

Met

Glu

Ser

Phe

525

Cys

Val

Ile

Leu

Lys

605

Ile

Cys

Pro

Ala

Glu

430

Phe

Gly

Asp

Gly

His

510

Ser

val

Ser

Lys

Gln

590

Asp

Gly

Arg

Gin

Cys

115

Asp

Thr

Val

Glu

Arg

435

Leu

Leu

Len

Arg

Met

575

Gln

Met

Glu

Thr

Leu
655

400

Glu
val
Ala
Ty.r
Phe
480
Arg
Axg
Thr
Glu
Pro
560
Lys
[ie
Thr
Ser
Leu

640

Glu
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Gly Phe Ser Ala Glu Ser Arg Lys Leu Leu Leu Ile Val Gln Ala Leu
660 665 670

Lys Asp Asp Leu Glu Pro Gly Thr Phe Asp Ile Giy Gly Leu Tyr Glu
675 680 . 685

Ser Tle Glu Glu Cys Leu Ile Asn Asp Pro Trp Val Leu Leu Asn Ala
690 695 700

Ser Trp Phe Asn Ser Phe Leu Thr His Ala Leu Lys
105 710 715

<210>7

<211> 838

<212> ADN

<213> Virus de la influenza

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(657)

<400> 7

atg gat tee aac act gtg tca agc ttt cag gta gac tgt Lttt ctt tgg 18
Met Asp Ser Asn Thr Val Ser Ser Phe Gln Val Asp Cys Phe Leu Trp

cat gtc cgc aga ¢ga ttc gca gac caa gdaa ¢tg ggt gat goc cca ttce 26
His Val Arg Lys Arg Phe Ala Asp Gln Glu Leu Gly Asp Ala Pro Phe
20 25 30

ctt gac ecgg ctt cgc C¢ga gac cag aag tee cta agg gga aga ggt age 144
Leu Asp Arg Leu Arg Arg Asp Gln Lys Ser Leu Arg Gly Arg Gly Ser

act ctt ggt ctg gac atc gaa aca gcg act cat gca gga aag cag ata 182
Thr Leu Gly Leu Asp Ile Glu Thr Ala Thr His Ala Gly Lys Gln Ile
50 55 60

gtg gag cag att ctg gaa aag gaa tca gat gag gca ctt aaa atg acc 240
val Glu Gln Iie Leu Glu Lys Glu Ser Asp Glu Ala Leu Lys Met Thr
65 70 75 80

att gcc tct gtt cct act tca ctc tac tta act gac atg act ctt gat 288
Ile Ala Ser Val Pro Thr Ser Leu Tyr Leu Thr Asp Met Thr Leu Asp
85 a0 95

gag atg t¢a aga gac tgg tte atg cte atg cec aag caa aaa gta aca 136
Glu Met Ser Arg Asp Trp Phe Met Leu Met Pro Lys Gln Lys Val Thr
100 105 110

gygc tec cta tgt ata aga atg gac cag gea atc atg gat aag aac ate 384
Gly Ser Leu Cys Ile Arg Met Asp Gln Ala Ile Met Asp Lys Asn Ile
115 120 125

ata ctt aaa gca aac tft agt gtg att ttc gaa ggg ctg gaa aca cta 132
Ile Leu Lys Ala Asn Phe Ser Val Ile Phe Glu Gly Leu Glu Thr Leu
130 135 140

ata cta ¢tt aga goo ttc acc gaa gaa gga gea gte gtt gge gaa att 480
Ile Leu Leu Arg Ala Phe Thr Glu Glu Gly Ala Val Val Gly Glu Ile
145 15¢ . 155 160

99
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tca
Ser

gca
Ala

aga
Arg

aat
Asn

taagccagaa atttgaagaa ataagatggt tgattgaaga

cca
Pro

att
Ile

ate
Ile

999
Gly
210

tta cct

Ley

999 gtc

Pro

ES 2496315713

tet ctt
Ser Leu

165

Gly Val
180

tct gaa
Ser Glu

195

aga cct

Arg

ctc atc
Leu Ile

act cta
Thr Leu

tca ttec
Pro Ser Fhe

cea
Pro

gga
Gly

cag
Gln

cct
Pro
215

gga
Gly

gga
Gly

aga
Arg
200

tca
Ser

cat
His

cte
Leu
185

tte
Phe

aaqg

ackt aat
Thr Asn

170

aaa

Lys Trp

gct

gag
Glu

tgg aat

tg9

Ala Trp

cag aaa
Lys Gln

Lys

atacagaaaa tagttttgaa caaataacat ttatgcaage

tagaacaaga gataagaact ttctcgtttc agcttattta a

<210> 8
<211> 219
<212> PRT

<213> Virus de la influenza

<400> 8

Met

His

Leu

Thr

Val

Ile

Asp

val

Asp

Leu

50

Glu

Ala

Glu Met

Gly

Ile

Ile

Ser

Leu
130

Leu

Ser

Arg

Arg

35

Gly

Gln

Ser

Ser

Leu

115

Lys

‘Leu

Asn Thr
Lys Arg
20

Leu Arg
Leu Asp
Ile -Leu
Yal Pro

95

Arq Asp
100
Cys Ile

Ala Asn

Arg Ala

Val

Phe

Arxg

Ile

Glu

70

Thr

Trp

Arg

Phe

Phe

Ser

Ala

Asp

Glu

55

Lys

Ser

Phe

Met

Ser

135

Thr

Ser

Asp

Gln

40

Thr

Glu

Leu

Met

Asp

120

Val

Glu

100

Phe

Gln

Lys

ala

Ser

Tyr

Leu

105

Gln

Ile

Glu

Gln

10

Glu

Ser

Thr

Asp

Leu

30

Met

Ala

pPhe

Gly

Asn

aga
Arg

val

Leu

Leu

His

Glu

75

Thx

Pro

Ile

Glu

Ala

gat
Asp

gat
Asp

agc
Ser
205

gtc
Val

aat
Asn

190

Asp

Gly

Arg

Ala

60

Ala

Asp

Lys

Met

Gly

140

Val

agt
Ser

Cys

Asp

Gly

45

Gly

Leu

Met

Gin

Asp

125

Leu

Val

aaa
Lys
175

cat
His

Phe

Ala

30

Arg

Lys

Lys

Thr

Lys

110

Lys

Glu

Gly

aat
Asn

acg gtt
Thr

Val

gag
Glu

Leu

i35

Pro

Gly

Gln

Met

Leu

95

Val

Asn

Thr

Glu

tgaaaaatgg agagaacaat

agtgcgacat agattgaaaa

tttacaacta ttgcttgaag

Trp

Phe

Ser

Ile

Thr

80

Asp

Thr

Ile

Leu

Ile

528

576

624

677

737

797

538
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<210>9
<211> 1497
<212> ADN

145

Ser Pro Leu

Ala Ile Gly

Arg Iie Ser
195

Asn Gly Arg
210

<213> Virus de la influenza

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(1497)

<400>9
atg
Met

999
Gly

atg
Val

cta
Leu

agg
Arg
65

gag
Glu

tac
Tyr

aaa
Lys

gct
Ala

gac

gcg tct caa
Ala Ser Gln

gaa cygc cag
Glu Arg Gln
20

gga gga atc
Gly Gly Ile
35

aac gac cat
Asn Asp His

atg gta ctt
Met Val Leu

cat ccc agt
His Pro Ser

aga agg aaa
Arg Ayg Lys
100

gaa gaa atc
Glu Glu Ile
115

act gct ggt
Thr Ala Gly
130

acc aca tac

Pro

Val
180

Glu

Pro

gag¢
Gly

aat
Asn

ggc
Gly

gaa
Glu

tcg
Ser

gct
Ala
85

gat
asp

atyg
Met

ctt
Leu

caa

ES 2496315713

Ser
165

Leu

Thr

Ser

acc
Thr

gca
Ala

cga
Arg

999
Gly

gca
Ala
70

999
Gly

a99
Gly

aga
Arg

act
Thr

aga

150

Leu

Iie

Leu

Phe

aaa
Lys

act
Thr

tte
Phe

<99
Arg

tte
Phe

aaa
Lys

aaa
Lys

atc
Ile

cat
His
135

aca

Pro

Gly

Gln

Pro
215

cga
Arg

gaa
Glu

tat
Tyr
40

cty

Leu

gac
Asp

gac
Asp

tgy
Trp

tgg
Trp
120

atg
Met

agg

Gly
Gly

Arg
200

Ser

tce
Ser

atc
Ile
25

gtt
Val

att
Ile

gaa
Glu

cct
Pro

atg
Met
105
cgt
Arg

atg
Met

get

101

His

Leu
185

Phe

Lys

tat
Tye
10

aga

Arg

cag
Gln

cag
Gln

aga
Arg

aag
Lys
90

agg
Arg

cag
Gln

ate
Ile

cti

Thr
170

Lys

Ala

Gln

gaa
Glu

gca
Ala

atg
Met

aac
Asn

aga
Arg
15

aaa
Lys

gaa
Glu

gee
Ala

tgg
Tep

gtt

155

Asn

Trp

Trp

Lys

cag
Gln

tct
Ser

tgt
Cys

agc
Ser

aac¢
Asn

acqg
Thr

cte
Leu

aacg
hsn

cac
His
140

cgg

Glu

Asn

Arg

atg
Met

gtc
Val

act
Thr
45

ata

Ile

aag
Lys

gga
Gly

ate
Ile

aat
Asn
125

tee
Ser

act

Asp

Asp

Ser
205

gaa
Glu

gga
Gly
30

gag
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

ggc
Gly

cke
Leu
114

ggt
Gly

aat
Asn

a9g

160

val Lys Asn

175

Asn Thr Val

130

Ser His Glu

act
Thr
15

agg
Arg

ctt
Leu

ata
Ile

cte
Leu

ccg
Pro
85

cat
His

gaa
Glu

cte
Lau

atg

gat
Asp

atg
Met

aaa
Lys

gaa
Glu

gay
Glu
80

ata
Iie

gat
Asp

gac
Asp

aat
Asn

gat

48

=1

144

192

240

288

336

B4

432

480



Asp
145

cce
Pro

gga
Gly

cte
Leu

ggt
Gly

ate
Ile
225

cag
Gln

ate
Ile

aaa
Lys

tac
Tyr

aaa
Lys
308

aac
Asgn

gca
ala

ate
Ile

gaa
Glu

tat
Tyr
385

gca
Ala

Thr

aqa
Arg

gee
Ala

atc
Ile

gaa
Glu
210

ctc
Leu

gtg
val

ttc
Phe

tca
Ser

gac
Asp
290

cta
Leu

cca
Pro

ttt
Phe

¢ca
Pro

aac
Asn
370

tgg
Trp

tct
Ser

Thr

atg
Met

get
Ala

aga
Arg
195

aat
Asn

aaa
Lys

agg
Axg

ttg
Leu

tge
Cys
275

£kt
Phe

cte
Leu

gca
Ala

gag
Glu

aga
Arg
355

atg
Met

gca
Ala

gca
Ala

Tyr

tgc
Cys

ggt
Gly
180

atg
Met

ggt
GLy

399
Gly

gaa
Glu

gca
Ala
260

cta
Leu

gag
Glu

cag
Gln

cac
Hdis

gac
Asp
340

gga
Gly

gag
Glu

ata

Ile

gga
Gly

Gln

tct
Ser
165

gct
Ala

atc
Ile

cga
Arg

aaa
Lys

ggce
Gly
245

cga
Arg

cct
Pro

aaqg
Lys

aac
Asn

aag
Lys
325

ctg
Leu

cag
Gln

aca
Thr

499
Arg

cag
Gln
405

ES 2496315713

Arg
150

ctg
Leu

gca
Ala

aaa
Lys

aaa
Lys

Lttt
Phe
230

cgc
BArg

tca
Ser

gee
Ala

gaa
Glu

agt
Ser
310

agc
Ser

aga
Arg

tta
Leu

ata
Ile

acc
Thr
390

ata
Ile

Thr

atg
Met

gta
Val

cge
Arg

acc
Thr
215

cag
Giln

aat
Asn

gca
Ala

tgt
Cys

gga
Gly
295

caa
Gln

cag
Gln

gtt
Val

aca
Thr

aat
Asn
375

aga

Arg

agt
Ser

Arg

caa
Gln

aaa
Lys

gga
Gly
200

aga
Arg

aca
Thr

cot
Pro

ctt
Leu
gtt
Val

280

tac
Tyr

att
Ile

ttg
Leu

tta
Leu

acc
Thr
360

tct

Ser

agc
Ser

geg
Val

Ala

ggqc
Gly

ggt
Gly
185

ata
Ile

att
Ile

gca
Ala

gga
Gly

att
Ile
265

tat
Tyr

tct
Ser

tte
Phe

gtg
Val

aat
Asn
345

aga
Arg

age
Ser

gga
Gly

caa
Gln

102

Leu

tca
Ser
170

gtt
Val

aat
Asn

get
Ala

gea
Ala

aac
Asn
250

ttg
Leu

ggc
Gly

ctg
Leu

agt
Ser

tgg
Trp
330

tte
Phe

gga
Gly

aca
Thr

gga

Gly

cet
Pro
£10

val
155

acc
Thr

gga
Gly

gat
Asp

tat
Tyr

caa
Gln
235

gct
Ala

aga
Arg

ctt
Leu

gtk
val

cta
Len
315

atg
Met

att
Ile

gtt
Val

cte
Leu

aac
Asn
395

act
Thr

Arg

cte
Leu

aca
Thr

<gg
Arg

gaa
Glu
220

cgg
Arg

gag
Glu

gga
Gly

geoa
Ala

gga
Gly
300

ate
Ile

gca
Ala

aga
Arg

caa
Gln

gaa
Glu
380

ace
Thr

tic
Phe

Thr

cca
Pra

atg
Met

aat
Asn
205

aga
Arg

get
Ala

att
Ile

tca
Ser

ata
Ile
285

att
Ile

aga
Arg

tgc
Cys

gga
Gly

att
Ile
365

¢ty
Leu

agt
Ser

tea
Ser

Gly

g9
Arg

gta
Val
130

tte
Phe

atg
Met

atg
Met:

gag
Glu

gta
Val
270

ace
Thr

gat
Asp

falat:}
Pro

cat
His

acc
Thr
350

get
Ala

aga
Arg

caa
Glin

gta
Val

Met

aga
Arg
175

atg
Met

tgg
Trp

tge
Cys

atg
Met

gat
Asp
255

gcc
Ala

agt
Ser

cct
Pro

aaa
Lys

tct
Ser
335

aaa
Lys

tca
Ser

age
Ser

cag
Gin

cag
Gln
415

Asp
160

tct
Ser

gaa
Glu

aga
Arg

aat
Asn

gac
Asp
240

cte
Leu

cat
His

g999
Gly

ttc
Fhe

gaa
Glu
320

gca
Ala

gta
val

aat
Asnh

aaa
Lys

aga
Arg
400

aga
Arg

528

376

624

672

720

768

glé

864

912

960

ioos8

1056

1104

1152

1200

1249
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<210>10

aat
Asn

act
™hr

gaa
Glu

gag
Glu
465

atg
Met

gac
Asp

<211> 498
<212> PRT
<213> Virus de la influenza

<400> 10

cta
Leu

gaa
Glu

aat
Asp
450

cte

Leu

age
Ser

agt
Ser

Met

Gly

Val

Leu

Arg

65

Glu

Tyr

Lys

Ala

cce
Pro

999
Gly
435

gce
Ala

teg
Ser

aat
Asn

taa

Ala

Glu

Gly

Asn

50

Met

His

Aryg

Glu

Thr
130

Lttt
Phe
420

agg
Arg

aas
Lys

gac
Asp

gaa
Glu

Ser

Arg

Gly

35

Asp

Val

Pro

Arg

Glu

115

Ala

gag
Glu

act
Thr

fca
Ser

gaa
Glu

ggq
Gly
485

Gln

Gln

20

Ile

His

Leu

Ser

Lys

i00

Ile

Gly

ES 2496315713

aga
Arg

tcec
Ser

gaa
Gliu

aag
Lys
470

Lt
Ser

Gly

aAsn

Gly

Glu

Ser

ala

85

Asp

Met

Leu

gcg
Ala

gac
Asp

gat
Asp
455

gca
Ala

tat
Tyr

Thr

Ala

Arg

Gly

Ala

70

Gly

Gly

Arg

Thr

ace att
Thr Ile
425

atg aga
Met Arg
440

gtg tct
Val Ser

acg aac
Thr Asn

tte tte
Phe Phe

Lys Arg

Thr Glu

Phe Tyr
40

Arg Leﬁ
55

Phe Asp
Lys Asp
Lys Trp
Iie Trp

120

His Met
135

103

atg
Met

acg
Thr

ttc
Phe

cey
Pro

gga
Gly
490

Ser

Ile

25

Val

Ite

Glu

Pro

Met

105

Arg

Met

gect
Ala

gaa
Glu

cag
Gln

atc
Ile
475

gac
Asp

Tyr

10

Arg

Gln

Gln

Arg

Lys

20

Arg

Gln

Ile

gca
Ala

atc
Ile

999
Gly
460

gty
val

aat
Asn

Glu

Ala

Met

Asn

Arg

75

Lys

Glu

Ala

Trp

teg
Phe

ata
Ile
445

cgyg
Arg

cct
Pro

get
Ala

Gln

Ser

Cys

Ser

Asn

Thr

Leu

Asn

Ais
140

act
Thr
430

agg
Arg

gga
Gly

tce
Ser

gag
Glu

Met

Val

Thr

45

Ile

Lys

Gly

Ile

Asn

125

Ser

ggt aac
Gly Asn

atg atg
Met Met

gte tte
Val Phe

Lttt gac
Phe Asp
480

gag ttt
Glu Phe
495

Glu Thr
15

Gly Arg
30

Glu Leu
Thr Tle
Tyr Leu
Gly Pro

95

Leu His
110

Gly Glu

Asn Leu

Asp

Met

Lys

Glu

Glu

B0

Ile

Asp

Asp

Asn

1296

1344

1392

1440

1488

1497



Asp

145

Pro

Gly

Leu

Gly

Ile

225

Gln

Ile

Lys

Tyr

Lys

305

Asn

Ala

Ile

Glu

Tyr

385

Ala

Thr

Arg

Ala

Ile

Glu

2190

Leu

Val

Phe

Ser

Asp

250

Leu

Pro

Fhe

Pro

Asn

370

Trp

Ser

Thr

Met

Ala

Arg

195

Asn

Lys

Arg

Leu

Cys

275

Phe

Leu

Ala

Giu

Arg

355

Met

Ala

Ala

Tyr

Cys

Gly

180

Met

Gly

Gly

Glu

Ala

260

Len

Glu

Gln

His

Asp

340

Gly

Glu

Ile

Gly

ES 2496315713

Gln

Ser

165

Ala

Ile

Arg

Lys

Gly

245

Arg

Pro

Lys

Asn

Lys

325

Leu

Gln

Thr

Arg

Gln
405

Arg

150

Leu

Ala

Lys

Lys

Phe

230

Arg

Ser

Ala

Glu

Ser

3149

Ser

Arg

Leu

Ile

Thr

390

Ile

Thre

Met

Val

Arg

Thr

215

Gln

Asn

ala

Cys

Gly

295

Gln

Gln

Val

Thr

Asn

315

Arg

Ser

Arg

Gln

Lys

Gly

200

Arg

Thr

Pro

Leu

Val

280

Tyr

Ile

Leu

Leu

Thr

360

Ser

Ser

Val

104

Ala

Gly

Gliy

18%

1le

Ile

Ala

Gly

Ile

265

Tyr

Ser

Phe

val

Asn

345

Arg

Ser

Gly

Gln

Leu

Ser

170

Val

Asn

Ala

Ala

Asn

250

Leu

Gly

Leu

Ser

Trp

330

Phe

Gly

Thr

Gly

Pro
410

Val

155

Thr

Gly

Asp

Tyr

Gln

235

Ala

Arg

Leu

Val

Leu

315

Met

Ile

Val

Leu

Asn

395

Thr

Arg Thr Gly Met

Leu

Thr

Arg

Glu

220

Axg

Glu

Gly

Ala

Gly

300

Ile

Ala

Arg

Gln

Glu

380

Thr

Phe

Pro

Met

Asn

205

Arg

Ala

Ile

Ser

Ile

285

Ile

Arg

Cys

Gly

Ile

368

Leu

Ser

Ser

Arg

Val

1%0

Fhe

Met

Met

Glu

Val

270

Thr

Asp

Pro

His

Thr

50

Ala

Arg

Gln

Val

Arg

175

Met

Trp

Cys

Met

Asp

255

Ala

Ser

Pro

Lys

Ser

335

Lys

Ser

Ser

Gln

Gln
415

Asp
160
Ser
Glu
Arg
Asn
Asp
240
Leu
His
Gly
Phe
Glu
32¢
Ala
val
Asn
Lys
Arg

400

Arg
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<210> 11

<211> 1413
<212> ADN
<213> Virus de la influenza

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1413)

<400> 11

atg
Met

ata
Ile

gta
Val

atc
Ile

tgg
Trp

tac
Tyr

cca
Pro

(444
Phe

Asn

Thr

Glu

Glu
465

Met

Asp

aat
Asn

tta
Leu

cty
Leu

ata
Ile
50

tat
Tyr

tac
Tyr

tet
Phe

gty
val

Leu

Glu

Asn
450

Leu

Ser

Ser

cca
Pro

atc
Ile

gtc
val
35

aga
Arg

aat

Asn

atg
Met

tee
Ser

ata
Ile

Pre Phe

Gly
435

Ala

Ser

Asn

aat
Asn

att
Ile
20

ctc
Leu

aag
Lys

acc
Thr

aac
Asn

aaa
Lys
100

aga
Arg

420

Arg

Lys

Aszp

Glu

caa
Gln

aat
Asn

aat
Asn

tac
Tyr

agt
Ser

aac
Asn
85

gat
Asp

gaa
Glu

ES 2496315713

Glu Arg Ala

Thr Ser Asp

Thr

Met
440

Ser Glu Asp Val

455

Glu Lys Ala

479

Gly Ser Tyr

485

aag
Lys

gtc
val

aac
Asn

aat
Asn

aca
Thr
70

act
Thr

aat
Asn

cct
Pro

ata
Ile

att
Ile

aat
Asn

gaa
Glu
55

att
Ile

gaa
Glu

gga
Gly

tre
Phe

ata
Ile

ctc
Leu

aga
Arg
40

aca
Thr

aag
Lys

cca
Pro

ata
Ile

gta
Val

Thr

Phe

gca
Ala

cat
His

aca
Thr

gta
Val

tac
Tyr

ctt
Leu

cga
Arg
105

tca
Ser

105

Ile
425

Arg

Ser

Bsn

Phe

att
Ile
10

gta
Val

gat
Asp

aga
Arg

ata
Ile

tgt
Cys
S0

ate
Ile

tgt
Cys

Met

Thr

Phe

Pro

Ala

Glu

Gln

Ile
475

Ala

Ile

Gly

460

val

Gly Asp Asn

490

gga
Gly

gtc
val

ctg
Leu

gta
Val

gag
Glu
75

gag
Glu

9949
Gly

teg
Ser

444
Phe

agc
Ser

aag
Asn

gaa
Glu

aga
Arg

gec
Ala

tcg
Ser

cce
Pro

gca
Ala

att
Ile

tgc
Cys
45

4aa

Lys

cct
Pro

caa
Gln

aga
Arg

tca
Ser

Phe

Ile
445

Arg

Pro

Ala

tca
Ser

ata
Ile
30

aaa
Lys

ait
Ile

tca
Serx

ggc
Gly

ggc
Gly
110

gaa
Glu

Thr
430

Arg

Gly

Ser

Glu

ttg
Leu
15

gta
Val

gag
Gly

act
Thr

aat
Asn

tet
Phe
95

cat

His

tgt
Cys

G;y Asn

Met Met

Val Phe

Phe Asp
480

Glu Phe
495

gq9
Gly

aca
Thr

acqg
Thr

caa
Gln

gaa
Glu
80

gca

Ala

gtt
Val

aga
Arg

48

96

144

192

240

288

336

Ky-L



ace
Thr

ggc
Gly
145

ata
Ile

tgg
Trp

gtc
Val

gtt
Val

caa
Gln
225

act
Thr

aaa
Lys

cac
His

ata
Ile

tet
Ser
305

act

Thr

agt
Ser

caa
Gln

tca
Ser

aaa.

Lttt
Phe
130

aca
Thr

9949
Gly

tca
Ser

aca
Thr

ccg
Pro
219

gaa
Glu

gat
Asp

gat
Asp

ata
Ile

tgc
Cys
290

=14

Ser

gac
Asp

cct
Pro

gga
Gly

gga
Gly
370

gag

115

ttc
Phe

gta
val

caa
Gln

gca
Ala

g9g
Gly
195

gtt
Val

tca
Sar

gga
Gly

gga
Gly

gag
Glu
2%

499
Arg

gat
Asp

act
Thr

ttg
Leu

act
The
355

ttc
Phe

caa

ctc
Leu

aag
Lys

tca
Ser

aca
Thr
180

cce
Pro

gat
Asp

tca
Ser

ccg
Pro

aga
Arg
260

gag
Glu

gac
Asp

cta
Leu

cct
Pro

gga
Gly
3490

gac
Asp

gaa
Glu

atc

aca
Thr

gac
aAsp

cet
Pro
165

gca
Ala

gac
Asp

att
Ile

tgc
Cys

gea
Bla
245

gta
Val

tgt
Cys

aat
Asp

tcg
Ser

agg
Arg
325

aat
Asn

gta
Val

ata
Ile

agg

ES 2496315713

cag
Gln

cga
Arg
150

aat
aAsn

tgc
Cys

aat
Asn

att
Ile

acc
Thr
230

aat

Asn

att
Ile

tce
Ser

tgg
TIp

tac
Tyr
310

gqa
Gly

add
Lys

tgg
Trp

ata
Ile

agqg

ggc
Gly
135

agt
Ser

gta
Val

cat
His

caa
Gln

aat
Asn
215

tge
Cys

agg
Arg

gga
Gly

tgt
Cys

act
Thr
295

aca

Thr

gag
Glu

gga
Gly

gec
Ala

aaa
Lys
1375

caa

120

tca
Ser

ceg
Pro

tat
Tyr

gat
Asp

gca
Ala
200

tca
Ser

att
Ile

caa
Gln

éag
Gln

tac
Tyr
280

gga
Gly

gtt
Val

gat
Asp

tac
Tyz

gga
Gly
360

atc
Ile

gtg

tta
Leu

tat
Tyr

caa
Gln

aga
Gly
185

att
Ile

tgg
Trp

aaa
Lys

gct
Ala

act

Thr
265

cec
Pro

aca
Thr

gga
Gly

agt
Ser

ggt
Gly
345

agg
Arg

agg
Arg

att

106

cte
Leu

agg
Arg

gct
Ala
170

aaa
Lys

gca
Ala

gca
Ala

gga
Gly

aaa
Lys
250

gat
Asp

aat
Asn

aat
Asn

tat
Tyr

caa
Gln
330

gta
Val

aca
Thx

aat
Asn

atc

aat
Asn

act
Thr
155

aga
Arg

aaa
Lys

gta
Val

ggg
Gly

gac
Asp
235

tat
Tyr

ata
Ile

gaa
Glu

aga
Arg

ttg
Leu
315

ttc
Phe

aaa
Lys

att
Ile

ggt
Gly

gat

gac
Asp
140

ttg
Leu

ttt
Phe

tgg
Trp

gtg
Val

gat
Asp
220

tgt
Cys

agg
Arg

agt
Ser

g99
Gly

cca
Pro
300

tgt
Cys

aca
Thr

gge
Gly

agt
Sex

tgg
Trp
B0

gac

125

aaa
Lys

atg
Met

gaa
Glu

atg
Met

aac
Asn
205

att
Ile

tat
Tyr

aca
Ile

ttc
Phe

aag
Lys
285

gtt
Val

get
Ala

ggc
Gly

Lttc
Phe

agg
Arg
365

aca
Thr

cCca

cat
His

age
Ser

tcg
Ser

aca
Thr
150

tat
Tyr

tta
Leu

tgg
TIp

ttc
Phe

aat
Asn
270

gtg
val

ctg
Leg

ggc
Gly

tca
Ser

99
Gly
50

act
Thr

cag
Gln

aat

et
Ser

gte
Val

gta
val
175

gtt
Val

gga
Gly

aga
Axrg

gta
Val

aaa
Lys
255

g9y
Gly

gaa
Glu

gta
val

act
Ile

tgt
Cys
335

Lttt
Phe

tca
Ser

aac
Asn

tgg

aac
Asn

aaa
Lys
160

qca
Ala

gga
Gly

ggt
Gly

acc
Thr

atg
Meat
240

gca
Ala

gga
Gly

tgc
Cys

ata
Ile

cce
Pro
320

aca
Thr

cga
Arg

aga
Arg

agt
Ser

tca

432

480

52d

576

624

872

720

768

Blé

864

812

960

1g08

1656

11404

1152

1200
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Lys
385

gga
Gly

tgt
Cys

gaa
Glu

gat
Asp

tce
Bhe
465

<210>12
<211> 470
<212> PRT

Asp

tat
Tyr

ttg
Len

aca
Thr

cat
Ris
450

gac
Asp

Gln

Ile

age ggt
Ser Gly

gtec
Val

aca
Thr
135

aaa
Lys

cee
Pro
420

ata
1le

att
Ile

atc gat
Ile Asp

<213> Virus de la influenza

<400> 12

Met

Asn

Ile Leu

vail

Leu

Ile Jle

50

Trp Tyr

65

Tyr Tyr

?ro Phe

Phe Val

Thr Phe

130

Pro

Ile

val

Arg

Asn

Met

Ser

Ile

- 115

Phe

Arg

tet
Ser
405

tgt
Cys

tgg
Trp

gec
Ala

aag
Lys

Asn

Ile

20

Leu

Lys

Thr

Asn

Lys

100

Arg

Leu

ES 2496315713

Arg
330

irc
Fhe

tte
Phe

ace
Thre

agt
Ser

atg
Met
470

Gln

Asn

Asn

Gln

aca
Thr

tgg
Trp

tet
Ser

tgg
Trp
455

taa

Lys

val

Asn

Tyr Asn

Ser

Thx
T0

asn Thr

85

Asp

Glu Pro

Thr

Gln

Asn

val

ttg
Leu

gtt
val

agt
Ser
440

teca
Ser

Ile

Ile

Asn

Giu

85

Ile

Glu

Phe

Gly

Gly

Ile

ccg
Pro

gaa
Glu
425

agc

Ser

tgg
Trp

Ile

gtt
val
410

atg
MetL

tee
Ser

cac
His

Ile Ala

Leu His

25

Arg Thr

Thr val

Lys Tyr

Pro Leu

Ile Arg

105

Asp
385

gaa

Glu

att
Ile

att
Ile

gat
Asp

Ila

i0

Val

Asp

Arg

Ile

Cys

90

Ile

Val Ser Cys
120

135

107

Ser Leu

Leu

Asp

cta
Leu

aga
Arg

gty
Val

gga
Gly
4§60

Gly

val

Leu

Val

Glu

75

Glu

Gly

Ser

aAsn

Pro

aca
Thr

ggt
Gly

atg
Met
445

get
Ala

Phe

Ser

Asn

Glu

6

Arg

Ala

Ser

Pro

Asp
140

Asn

aaa
Lys

aaa
Lys
430

tgt
Cys

att
Ile

Trp

aag
Lys
415

cct

Pro

gga
Gly

cktt
Leu

Ala Ser

Ile

Cys

45

Lys

Pro

Gln

Arg

Ser

125

Lys

Ile

Lys

Ile

Ser

Gly

Gly

i10

Glu

His

Ser
400

gga
Gly

gaa
Glu

gta
Val

cece
Pro

Leu
15

Val
Gly
Thr
Asn
Phe
95

His

Cys

Ser

Gly

Thre

Thr

Gln

Glu

Ala

Val

Arg

Asn

1248

1296

1344

1392

1413



Gly

14%

Ile

Trp

Val

val

Gln

225

Thr

Lys

His

Ile

Ser

305

Thr

Ser

Gln

Ser

Lys

385

Gly

Thr

Gly

S5er

The

Pro

219

Glu

Asp

Bsp

Ile

Cys

290

Ser

Asp

Pro

Gly

Gly

3710

asp

Tyr

Val

Gln

Ala

Gly

195

Val

Ser

Gly

Gly

Glu

275

Arg

Asp

Thr

Leu

Thr

3535

Phe

Gln

Ser

Lys

Ser

Thr

180

Pro

Asp

Ser

Pro

Arg

260

Glu

Asp

Leu

Pro

Gly

340

Asp

Glu

Ile

Gly

ES 2496315713

Asp

Pro

165

Ala

BAsp

Ile

Cys

Rla

2435

Val

Cys

Asn

Ser

Arg

325

Asn

Val

Ile

Arg

Ser
405

Arg

150

Asn

Cys

Asn

Ile

Thr

230

Asn

Ile

Ser

Trp

Tyr

3i0

Gly

Lys

Trp

Ile

Arg

390

Phe

Ser

Val

His

Gln

Asn