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DESCRIPCION
Inmunizacion de aves por administracién de vacunas con vectores no replicantes
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a los campos de la inmunologia y la tecnologia de vacunas. Mas
especificamente, la invencion se refiere a un vector de expresion de adenovirus humano recombinante para su uso
en la vacunacion profilactica en un embrién de ave como se reivindica en la reivindicacion 1. La invencion también
proporciona una composicién inmunogénica para su uso en la vacunacion profilactica de un sujeto aviar como se
reivindica en la reivindicacion 7 y un adenovirus humano recombinante para su uso en la vacunacion profilactica de
un sujeto aviar como se reivindica en la reivindicacion 12.

Antecedentes de lainvencion

La influenza aviar (IA) es un patégeno grave que infecta aves, otros animales, y seres humanos. Desde 1997, ha
habido varios casos de transmision del virus de la IA en seres humanos (Subbarao et al., 1998; Ungchusak et al.,
2005). La evidencia también muestra que la recombinacién genética entre los virus de la influenza aviar y humana
ha ocurrido en multiples ocasiones en la historia médica (Kawaoka et al., 1989). Puesto que aves y seres humanos
estan en contacto cercano, se cree que la generacion de nuevas cepas de virus de la IA que puedan cruzar la
barrera de la especie a la poblacion humana seguira siendo un problema de salud publica.

La vacunacion masiva de aves parece ser el enfoque mas prometedor para prevenir la diseminacion del virus de la
IA y para reducir el riesgo de pandemias humanas. La vacunacion de aves con vacunas de virus completos
inactivados se ha llevado a cabo en algunos paises en los ultimos afios. Estas vacunas de la IA se preparan a partir
de fluido amnio-alantoideo cosechado de huevos infectados, y, posteriormente, son inactivadas con formalina o B-
propiolactona (Tollis y Di Trani, 2002). Sin embargo, la aparicion impredecible de nuevas cepas de virus de IA, la
evolucion de los virus de IA a una forma altamente letal para embriones de pollo (Wood et al., 2002), y la posible
diseminacion de cepas de IA letales por bioterroristas hacen que el rapido desarrollo y el suministro oportuno de
vacunas seguras y eficaces para la IA sea una tarea fundamental, aunque muy dificil. Ademas, no es posible
discriminar los pollos infectados en el campo de los previamente vacunados con virus de IA inactivados de las
mismas cepas (Normile, 2004).

Un virus de la viruela aviar recombinante experimental que codifica la hemaglutinina (HA) de un virus de la IA ha
protegido pollos contra una exposicion al virus de la IA H5N2 después de la puncion en la membrana del ala, aunque
la respuestas serolégica a la inhibicion de la hemaglutinacién (IH) fue insignificante (Beard et al., 1992). Los pollos a
los que se inocul6 a través de la membrana del ala un virus vaccinia recombinante vivo que expresaba HA también
desarrollaron inmunidad protectora frente a una exposicion letal al virus 1A con bajos niveles detectados de
anticuerpo IH en suero (Chambers et al., 1988). Aunque los productos aislados de IA de aves acuéticas que tienen
un tropismo por el tracto digestivo se han inoculado en pollos como una vacuna oral para la IA (Crawford et al.,
1998), no se espera que esos productos aislados vayan a ser ampliamente eficaces contra nuevas cepas de virus de
IA, debido a la evolucion inherentemente dindmica de este tipo de virus.

Las aves también han sido inmunizadas por medio de inyeccion subcutéanea de las proteinas HA expresadas a partir
de vectores de baculovirus (Crawford et al., 1999), y la inoculacién de un plasmido de expresiéon que codifica HA en
la piel utilizando una pistola de genes (Fynan et al., 1993). Estas vacunas de IA son capaces de proteger a las aves
de la exhibicion de los signos clinicos y de muerte, y de reducir la replicacion intestinal y respiratoria de un virus de
exposicion que contiene HA homologas. También hay pruebas de que puede ser eficaz una vacuna para IA en
aerosol de bajo coste que expresa HA a partir de un vector de virus de la enfermedad de Newcastle (Swayne, 2003)
o un virus de la influenza recombinante que contiene una cadena principal de virus de la influenza no patégeno (Lee
et al., 2004; Webby et al., 2004).

La mayoria de las vacunas contra |A anteriores se basan en una administracion parenteral laboriosa. Las vacunas
contra IA orales y en aerosol adolecen de incongruencias en el suministro de dosis uniformes a las aves individuales
durante la inoculacion en masa. Los vectores de replicacion utilizados en algunas vacunas también plantean un
riesgo bioldgico al introducir formas microbianas no naturales en el entorno. La vacuna contra el virus de la influenza
recombinado podria incluso generar redistribuciones nocivas mediante recombinacion entre un virus de la influenza
redistribuido y un virus de IA salvaje que circula al mismo tiempo en el entorno (Hilleman, 2002).

Existen varias razones notables para la utilizacién de vectores de adenovirus recombinante ("Ad") como vacuna
anteriormente. Los vectores Ad son capaces de transducir células tanto mitéticas como postmitéticas in situ.
Ademas, la preparacion de soluciones de partida de Ad que contienen titulos elevados de virus (es decir, mas de
10" ufp [unidades formadoras de placas] por ml) son faciles de generar, lo que hace posible transducir células in situ
a una elevada multiplicidad de infeccion (MOI). Los vectores de Ad también tienen un registro de seguridad
comprobado, en funcién de su uso a largo plazo como vacuna. Adicionalmente, el virus Ad es capaz de inducir altos
niveles de expresion de genes (al menos como una rafaga inicial), y los vectores de Ad de replicacion defectuosa
pueden ser facilmente biomodificados genéticamente, fabricados y almacenados utilizando mecanismos bien
conocidos en la técnica.
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Las vacunas basadas en Ad son mas potentes que las vacunas de ADN debido a la alta afinidad de los vectores de
Ad por receptores especificos y a su capacidad para escapar de la via endosomal (Curiel, 1994). Los vectores de Ad
pueden transducir parte de un embrion de pollo a través de la union de su fibra al receptor de coxsackie y adenovirus
(CAR) encontrado en la superficie de las células de pollo (Tan et al., 2001). Ademas, al menos uno de los
componentes de Ad, la hexona, es altamente inmunogénico y puede conferir actividad coadyuvante a los antigenos
exogenos (Molinier-Frenkel et al., 2002).

Las vacunas basadas en Ad imitan los efectos de las infecciones naturales en su capacidad para inducir respuestas
de las células T restringidas a la clase | del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), sin embargo, eliminan
la posibilidad de reversion a la virulencia de nuevo porque solo un subfragmento del genoma del patégeno se
expresa a partir del vector. Esta "expresion selectiva” puede resolver el problema de diferenciacién de los animales
vacunados pero no infectados de sus contrapartes infectadas, ya que los marcadores especificos del patégeno no
codificado por el vector se pueden utilizar para discriminar los dos eventos. En particular, no se requiere la
propagacion del patégeno para la generacion de vacunas vectorizadas porque los genes de los antigenos relevantes
pueden ser amplificados y clonados directamente a partir de muestras de campo (Rajakumar et al., 1990). Esto es
particularmente importante para la producciéon de cepas de IA altamente virulentas, tales como H5N1, ya que esta
cepa es demasiado peligrosa y dificil de propagar (Wood et al., 2002). Ademas de los criterios anteriores, las
consideraciones comerciales tienen un gran peso en la industria avicola. La vacuna de IA actual cuesta por si sola
alrededor de 7 centavos de ddlar por ave, sin contar la mano de obra de la inyeccion en las aves corredoras
(Normile, 2004).

Los vectores derivados del serotipo 5 de Ad humano (Ad5) defectuosos para E1/E3 de replicacion incompetente han
sido ampliamente estudiados en los mamiferos (Graham y Prevec, 1995). A pesar de que los pollos hayan sido
inmunizados mediante inyeccion subcutanea o intradérmica de un vector viral huérfano letal de embrion de pollo Ad
aviar (CELO) que codifica un antigeno (Francois et al., 2004), el vector CELO tiene una baja tasa de cumplimiento y
podria ser potencialmente dafino debido a su capacidad para replicar en células de pollo. Puesto que CELO no
posee regiones E1, E3, y E4 identificables (Chiocca et al., 1996), no se encuentra disponible un vector CELO de
replicacién incompetente como portador para la inmunizacion en este momento. La presente invencion aborda esta
necesidad al proporcionar medios seguros y eficaces como se reivindica en la presente memoria para el suministro
de genes para proteger a las aves en una amplia variedad de entornos de enfermedad, y por lo tanto prevenir la
transmisién de patdgenos aviares a seres humanos.

El documento WO 03/070920 describe métodos para incluir una respuesta inmunitaria sistémica para proporcionar
una inmunizacién genética no invasiva 0 una respuesta terapéutica en un animal, proporcionando un polinucleétido
gue codifica una proteina de interés.

El documento AU 2005201381, describe un método de inmunizacion genética no invasivo en un animal y/o métodos
de induccion de una respuesta inmunitaria sistémica o terapéutica en un animal, los productos de los mismos y los
usos de los métodos y los productos de los mismos. Los métodos pueden incluir el contacto de la piel del animal con
un vector en una cantidad eficaz para inducir la respuesta del sistema inmunitario o terapéutica en animales.

La presentacion por Gao et al. de Molecular Therapy, Academic Press, San Diego, Vol. 11, 2005, pagina 27 describe
una vacuna protectora para una rapida respuesta a la pandemia de la influenza aviar.

Compendio de lainvencién

Ahora se ha mostrado sorprendentemente que el su ministro intramuscular y in ovo de vacunas vectorizadas de
adenovirus humanos puede inmunizar rdpidamente, de forma segura, y efectiva aves. La inmunizacion masiva de
aves contra varios patdgenos aviares es crucial para evitar enormes pérdidas econdmicas, y para impedir la
transmision de patdgenos aviares, tales como el virus de la influenza aviar, a la poblacion humana. El suministro de
vacunas 0 composiciones inmunogénicas in ovo con un inyector mecanizado es un método no laborioso para la
inmunizacion en masa de aves de una manera oportuna. A diferencia de otras vacunas aviares in ovo, la produccion
de vacunas vectorizadas de humanos o composiciones inmunogénicas no requiere la propagacion de agentes
patégenos letales y no implica la transmision de antigenos o inmundgenos por un vector que sea capaz de replicar
en aves. Ademas, la inmunizacion por este tipo de vacuna o composicidon inmunogénica permite la diferenciacion
entre animales vacunados y animales infectados naturalmente.

En un aspecto, la invencidon proporciona un vector de expresion de adenovirus humano recombinante que
comprende y expresa una secuencia de ADN adenoviral, y una secuencia promotora conectada operablemente a
una secuencia foranea que codifica uno 0 mas antigenos o inmunégenos aviares de interés, para su uso en la
vacunacion profilactica de un embridn aviar mediante la introduccion y expresion de uno o mas antigenos o
inmunogenos de la influenza aviar en un embrion aviar.

Preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno 0 mas antigenos o inmunégenos aviares de interés deriva
de uno 0 mas virus aviares.

Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés
deriva del virus de la influenza aviar.
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Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmunégenos aviares de interés
se selecciona del grupo que consiste en hemaglutinina, nucleoproteina, matriz o neuraminidasa.

Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés
se selecciona del grupo que consiste en el subtipo de hemaglutinina 3, 5, 7, 6 9.

La introduccién en un embrion aviar se puede producir preferiblemente por medio de suministro in ovo.

Otro aspecto mas de la presente invencién proporciona una composicion inmunogénica que comprende un vector de
expresion de adenovirus humano recombinante que comprende y expresa una secuencia de ADN adenoviral, y una
secuencia promotora unida operablemente a una secuencia foranea que codifica uno o mas antigenos o
inmundgenos aviares de interés, para su uso en la vacunacion profilactica de un sujeto aviar provocando una
respuesta inmunogénica en un sujeto aviar, en donde el sujeto aviar esta infectado in ovo con una cantidad
inmunolégicamente eficaz de una composicién inmunogénica que comprende un vector de expresion de adenovirus
humano recombinante que comprende y expresa una secuencia de ADN adenoviral, y una secuencia promotora
conectada operablemente a una secuencia foranea que codifica uno o mas antigenos o inmundégenos aviares de
interés, en donde los uno o mas antigenos o inmundégenos aviares de interés se expresan a un nivel suficiente para
provocar una respuesta inmunogénica a los uno o0 mas antigenos o inmunégenos aviares de interés en el sujeto
aviar.

Preferiblemente, los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés derivan de virus de la influenza aviar,
virus de la enfermedad infecciosa de la bursa, virus de la enfermedad de Marek, herpesvirus aviar, virus de la
laringotraqueitis infecciosa, virus de la bronquitis infecciosa aviar, reovirus aviar, avipox, viruela aviar, viruela del
canario, viruela del pichén, viruela de la perdiz, y viruela de la paloma, poliomavirus aviar, virus de la enfermedad de
Newcastle, pneumovirus aviar, virus de la rinotraqueitis aviar, virus de la reticuloendoteliosis aviar, retrovirus aviares,
virus enddégeno aviar, virus de la eritroblastosis aviar, virus de la hepatitis aviar, virus de la anemia aviar, virus de la
enteritis aviar, virus de la enfermedad de Pacheco, virus de la leucemia aviar, parvovirus aviar, rotavirus aviar, virus
de la leucosis aviar, virus del fibrosarcoma musculoaponeurdético aviar, virus de la mieloblastosis aviar, virus
asociado a la mielocitomatosis aviar, virus de la mielocitomatosis aviar, virus del sarcoma aviar, o virus de la
necrosis del bazo aviar.

Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o méas antigenos o inmundgenos aviares de interés
deriva de virus de la influenza aviar.

Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés
se selecciona del grupo que consiste en hemaglutinina, nucleoproteina, matriz o neuraminidasa.

Mas preferiblemente, la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés
se selecciona del grupo que consiste el subtipo de hemaglutinina 3, 5, 7, 6 9.

El aspecto puede comprender adicionalmente la administracion de una vacuna adicional.
En este aspecto, la infeccidn se produce por medio de suministro in ovo.

Otro aspecto de la invencion proporciona un adenovirus recombinante humano que contiene y expresa una molécula
de acido nucleico heterdlogo que codifica un antigeno de un patégeno del sujeto aviar para su uso en la vacunacion
profilactica de un sujeto aviar mediante la inoculacion en un sujeto aviar, que comprende la administracion in ovo de
un adenovirus recombinante humano que contiene y expresa una molécula de acido nucleico heterélogo que codifica
un antigeno de un patégeno del sujeto aviar.

Preferiblemente, el adenovirus humano comprende secuencias derivadas de serotipo 5 de adenovirus.

Preferiblemente, el adenovirus humano comprende secuencias derivadas de adenovirus de replicacion defectuosa,
adenovirus no replicantes, adenovirus de replicacion competente, o adenovirus de tipo salvaje.

Preferiblemente, el antigeno de un patégeno del ave deriva de virus de la influenza aviar, virus de la enfermedad
infecciosa de la bursa, virus de la enfermedad de Marek, herpesvirus aviar, virus de la laringotraqueitis infecciosa,
virus de la bronquitis infecciosa aviar, reovirus aviar, avipox, viruela aviar, viruela del canario, viruela del pichén,
viruela de la codorniz y viruela de la paloma, poliomavirus aviar, virus de la enfermedad de Newcastle, pneumovirus
aviar, virus de la rinotraqueitis aviar, virus de la reticuloendoteliosis aviar, retrovirus aviares, virus endégeno aviar,
virus de la eritroblastosis aviar, virus de la hepatitis aviar, virus de la anemia aviar, virus de la enteritis aviar, virus de
la enfermedad de Pacheco, virus de la leucemia aviar, parvovirus aviar, rotavirus aviar, virus de la leucosis aviar,
virus del fibrosarcoma musculoaponeurotico aviar, virus de la mieloblastosis aviar, virus asociado a la mieloblastosis
aviar, virus de la mielocitomatosis aviar, virus del sarcoma aviar, o virus de la necrosis del bazo aviar.

Mas preferiblemente, el antigeno de un patégeno del ave deriva de virus de la influenza aviar.

Mas preferiblemente, los antigenos o inmundgenos de la influenza aviar se seleccionan del grupo que consiste en
hemaglutinina, nucleoproteina, matriz 0 neuraminidasa. Mas preferiblemente, los antigenos o inmunégenos de la
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influenza aviar se seleccionan del grupo que consiste en los subtipos de hemaglutinina 3, 5, 7, 6 9.
El aspecto puede comprender adicionalmente la administracién de una vacuna adicional.
Breve descripcion de los dibujos

La siguiente Descripcion Detallada, proporcionada a modo de ejemplo, pero sin pretender que limite la invencion a
las realizaciones especificas descritas, puede entenderse junto con las Figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1 es un gréafico que representa la inmunizacién de pollos por medio de inyeccion intramuscular e in ovo
del vector de adenovirus recombinante que expresa HA de influenza aviar. EI Grupo 1 representa huevos
embrionados de pollo de 9 dias de edad y el Grupo 2 representa huevos de pollo embrionados de 18 dias de edad,
respectivamente, en un volumen de 200 pl a una dosis de 5x10° ufp por huevo. En el Grupo 3, el vector de
adenovirus recombinante que expresa la HA de influenza aviar se inyectd por via intramuscular a tres pollos de 4
semanas de edad, en un volumen de 100 pl a una dosis de 2,5x10"° ufp por animal.

La Figura 2 es un gréafico que representa los titulos de anticuerpos de inhibicién de la hemaglutinaciéon (puntos)
detectados en pollos SPF de 28 dias de edad vacunados con AdTW68.H5 in ovo solamente los dias 10 o 18 de
incubacién, y pollos que fueron vacunados in ovo los dias 10 o 18 de la incubacion y recibieron un refuerzo por via
nasal el dia 15 después de la eclosion. Barra, media geométrica del log; [titulo de IH]. No se detectaron titulos de IH
en los pollos de control no sometidos a tratamiento previamente (datos no mostrados).

La Figura 3 es un gréfico que representa los anticuerpos de inhibicién de la hemaglutinacion en pollos SPF los dias
23 y 29 después de la eclosién, ya sea vacunados in ovo solamente (7 pollos) el dia 18 de embrionacién ya sea
vacunados in ovo y con un refuerzo por via intranasal el dia 15 después de la eclosion (12 pollos) con AdTW68.H5.
D23 y D29, titulos de IH los dias 23 y 29 después de la eclosion, respectivamente; puntos, log [titulo de IH] en aves
individuales; barra, media geométrica del log: [titulo de IH]. No se detectaron titulos de IH en 11 pollos de control no
sometidos a tratamiento previo los dias 23 y 29 después de la eclosién (datos no mostrados).

La Figura 4 es un gréafico que representa la vacunacion in ovo de embriones de pollo Leghorn blancos de 18 dias.
La vacunacion in ovo se realizé utilizando 10" pv de AdTW68.H5 (in ovo). En un grupo separado, las aves
vacunadas in ovo recibieron un refuerzo el dia 15 después de la eclosion por instilacion intranasal de AdTW68.H5
con la misma dosis (in ovo + refuerzo nasal). Los embriones que no habian sido sometidos a tratamiento previo, sin
vacunacion sirvieron como controles negativos (Control). A los 34 dias de edad los pollos fueron sensibilizados por
via intranasal a través de la hendidura de la coana con una dosis letal de la cepa del virus de la IA
A/Ck/Queretaro/14588-19/95 altamente patdgena (H5N2). Los cambios estadisticamente significativos en la
supervivencia se determinaron durante todo el estudio mediante el ensayo Logrank (Prism 4.03, GraphPad
Software). La vacunacioén in ovo con AdTW68.H5 con o sin aplicaciones nasales de refuerzo protegieron de manera
significativa a los pollos (100%) frente a una sensibilizacién letal con virus 1A, en comparacion con los controles no
vacunados (P <0,001).

La Figura 5 es un grafico que representa ARN viral A/Ck/Queretaro/14588-19/95 cuantificado mediante RT-PCR
cuantitativa en tiempo real (16) en muestras de orofaringe de los pollos vacunados y de control después de la
sensibilizacion intranasal con este virus |IA altamente patdgeno. Los pollos fueron vacunados como se describe en la
descripcion de la Fig. 3. Las muestras se recogieron a los 2, 4, y 7 dias de la infeccion. El dia 7 se alcanz6 una
diferencia significativa (P <0,05) en la carga viral entre los controles vacunados y no vacunados.

La Figura 6 es un gréafico que representa la vacunacion in ovo el dia 18 realizada por inoculacion del vector
AdTW68.H5 a una dosis de 3X10° ifu. El vector de Ad5 se purificé por medio de membrana Sartobind Q5 (Sartorius
North America, Inc., Edgewood, NY) y se resuspendié en tampon A195 (Evans, 2004). Se analizaron los anticuerpos
IH en suero antes de la sensibilizacion el D25. El signo menos (-) indica aves que sucumbieron a la sensibilizacion;
el signo mas (+) indica aves que sobrevivieron a la sensibilizacién. Los supervivientes tenian una actividad IH
significativamente elevada en suero antes de la sensibilizacién (P <0,001) en comparacion con aquellos que
murieron (prueba de la t no pareada; Prism 4.03). Las aves de control no sometidas a tratamiento previo AU y las
aves inmunizadas por el vector de control AdCMV-tetC no produjeron titulos de anticuerpos IH medibles.

La Figura 7 es un gréafico que representa la vacunacion in ovo el dia 18 realizada por inoculacion del vector
AdTW68.H5 a una dosis de 3X10 ifu. El vector Ad5 se purific6 por medio de membrana Sartobind Q5 (Sartorius
North America, Inc., Edgewood, NY) y se resuspendié en tampon Al 95 (Evans, 2004). Las aves de control e
inmunizadas fueron sensibilizadas por medio de administracién intranasal de 10° DIEso del virus IA H5N1
A/Swan/Mongolia//244L/2005 el D31.

Descripcion detallada de la invencién

En esta descripcion, "comprende”, "que comprende”, "que contiene" y "que tiene" y similares pueden tener el
significado que se les atribuye en la ley de Patentes de los Estados Unidos y pueden significar "incluye”, "que
incluye", y similares; "que consiste esencialmente en" o "consiste esencialmente en" asimismo tienen el significado
atribuido en la ley de Patentes de los Estados Unidos y el término es abierto, permitiendo la presencia de mas de lo
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que se cita siempre que las caracteristicas basicas o novedosas de lo que se cita no cambien por la presencia de
mas de lo que se cita, pero excluye realizaciones de la técnica anterior. El término "acido nucleico" o "secuencia de
acido nucleico" se refiere a un oligonucleétido desoxirribonucleico o ribonucleico en forma de hebra sencilla o doble.

El término abarca acidos nucleicos, es decir, oligonucleétidos, que contienen analogos conocidos de nucle6tidos
naturales. El término también abarca estructuras de tipo acido nucleico con cadenas principales sintéticas, véase, p.
ej., Eckstein, 1991; Baserga et al., 1992; Milligan, 1993; documentos WO 97/03211; WO 96/39154; Mata, 1997;
Strauss-Soukup, 1997; y Samstag, 1996.

Segun se utiliza en la presente memoria, "recombinante” se refiere a un polinucleétido sintetizado o manipulado de
otro modo in vitro (p. €j., "polinucledtido recombinante™), a métodos de utilizacion de polinucleétidos recombinantes
para producir productos génicos en células u otros sistemas bioldgicos, o a un polipéptido ("proteina recombinante™)
codificado por un polinucleétido recombinante. Los "medios recombinantes" también abarcan la ligacion de acidos
nucleicos que tienen diversas regiones codificantes o dominios o secuencias promotoras de diferentes fuentes en un
casete de expresion o vector para la expresion, p. €j., la expresion inducible o constitutiva de secuencias codificantes
de polipéptidos en los vectores para su utilizacion en la invencion.

El término "heterdlogo” cuando se utiliza con referencia a un acido nucleico, indica que el 4cido nucleico esté en una
célula o un virus en el que no se encuentra normalmente en la naturaleza; o, comprende dos o mas subsecuencias
gue no se encuentran en la misma relacion entre si que se encuentran normalmente en la naturaleza, o esta
modificado recombinantemente de manera que su nivel de expresion, o relacion fisica con otros acidos nucleicos u
otras moléculas en una célula, o estructura, no se encuentra normalmente en la naturaleza. Un término similar
utilizado en este contexto es "exégeno". Por ejemplo, un &cido nucleico heterdlogo es producido tipicamente de
forma recombinante, teniendo dos o mas secuencias de genes no relacionados dispuestas de una manera que no se
encuentra en la naturaleza; p. €j., un gen humano conectado operablemente a una secuencia promotora insertada
en un vector basado en adenovirus para su uso en la invencion. Como ejemplo, un acido nucleico heterdlogo de
interés puede codificar un producto génico inmunogénico, en donde el adenovirus se administra terapéuticamente o
profilacticamente como una vacuna o una composiciéon de vacuna. Las secuencias heterélogas pueden comprender
varias combinaciones de promotores y secuencias, cuyos ejemplos se describen en detalle en la presente memoria.

Un "antigeno” es una sustancia que es reconocida por el sistema inmunitario e induce una respuesta inmunitaria. Un
término similar utilizado en este contexto es "inmundgeno". Un "sujeto aviar" en el contexto de la presente invencion
se refiere a todos y cada uno de los miembros domésticos y salvajes de la clase Aves, que incluyen, pero no se
limitan a, Neognathae y Palaeognathae. El orden Neognathae incluye, entre otros, Anseriformes, Apodiformes,
Buceroformes, Caprimulgiformes, Charadriiformes, Ciconiiformes, Coliformes, Columbiformes, Coraciifomes,
Cuculiformes, Falconiformes,  Galbuliformes, Galliformes, Gaviiformes, Gruiformes, Musofagiformes,
Opisthocomiformes, Passeriformes, Pelecaniformes, Phoenicopteriformes, Piciformes, Podicipediformes,
Procellariifomes, Psittaciformes, Sphenisciformes, Strigiformes, Trochiliformes, Trogoniformes, Turniciformes, y
Upupiformes. El orden Palaeognathae incluye, entre otros, Apterygiformes, Casuariiformes, Dinornithiformes,
Rheiformes, Struthioniformes, y Tiniamiformes. Los sujetos aviares pueden comprender aves adultas, pollos de
aves, y embriones/huevos de aves.

"Expresion” de un &cido nucleico o gen abarca no soélo la expresion del gen celular, sino también la transcripcion y la
traduccion del acido nucleico o los acidos nucleicos en los sistemas de clonacién y en cualquier otro contexto.

Segun se utiliza en la presente memoria, un "vector" es una herramienta que permite o facilita la transferencia de
una entidad de un entorno a otro. A modo de ejemplo, algunos vectores utilizados en técnicas de ADN recombinante
permiten que entidades, tales como un segmento de ADN (tal como un segmento de ADN heterélogo, tal como un
segmento de ADNCc heterologo), sean transferidas a una célula diana. La presente invencion comprende vectores
recombinantes que pueden incluir vectores virales, vectores bacterianos, vectores de protozoos, vectores de ADN, o
recombinantes de los mismos.

Con respecto al ADN exdgeno para la expresiéon en un vector (p. €j., que codifica un epitopo y/o un antigeno y/o un
agente terapéutico de interés) y los documentos que proporcionan semejante ADN exdgeno, asi como con respecto
a la expresion de los factores de transcripcion y/o traduccion para potenciar la expresiéon de moléculas de acido
nucleico, y en cuanto a términos tales como "epitopo de interés", "agente terapéutico”, "respuesta inmunitaria”,
"respuesta inmunoldgica", "respuesta inmunitaria protectora”, "composicién inmunolégica”, “"composicion
inmunogénica" , y "composicion de vacuna", entre otros, se hace referencia a la Patente de los Estados Unidos Num.
5.990.091 presentada el 23 de noviembre, de 1999 y los documentos WO 98/00166 y WO 99/60164, y los
documentos citados en ellos y los documentos de registro en el enjuiciamiento de esa patente y esas solicitudes
PCT. Asi, la Patente de los Estados Unidos NUum. 5.990.091 y los documentos WO 98/00166 y WO 99/60164 y los
documentos citados en ellos y los documentos de registro en el enjuiciamiento de esa patente y esas solicitudes
PCT y otros documentos citados en ellos, pueden consultarse en la practica de esta invencion; y, todas las
moléculas de acido nucleico exdgeno, promotores, y vectores citados en los mismos se pueden utilizar en la practica
de esta invencion. A este respecto, también se hace mencidon a las Patentes de los Estados Unidos Nums.
6.706.693; 6.716.823; 6.348.450; las Solicitudes de Patente de los Estados Unidos con los NUms. de Serie
10/424,409; 10/052,323; 10/116,963; 10/346,021; y el documento WO 99/08713, publicado el 25 de Febrero, de
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1999, de PCT/US98/167309.

Segun se utilizan en la presente memoria, los términos "composiciéon inmunogénica” y "composicion inmunoldgica" y
"composicién inmunogénica o inmunolégica" abarcan cualquier composicidon que provoca una respuesta inmunitaria
contra el antigeno o inmundgeno de interés expresado a partir de vectores adenovirales y virus para su uso en la
invencion; por ejemplo, después de la administracién a un sujeto, provoca una respuesta inmunitaria contra el
inmunogeno o antigeno elegido como diana de interés. Los términos "composicién vacunal' y "vacuna' y
"composicién de vacuna" abarcan cualquier composicién que induce una respuesta inmunitaria protectora contra el
antigeno o los antigenos de interés, o que protege eficazmente contra el antigeno; por ejemplo, después de la
administracion o inyeccién al sujeto, provoca una respuesta inmunitaria protectora contra el antigeno o inmunégeno
elegido como diana o proporciona una proteccion eficaz contra el antigeno o inmunégeno expresados a partir de los
vectores de adenovirus de la invencion para su uso en la invencién. El término "composicién veterinaria" significa
cualquier composiciéon que comprende un vector para uso veterinario que expresa una proteina terapéutica como,
por ejemplo, la eritropoyetina (EPO) o una proteina inmunomoduladora, tal como, por ejemplo, el interfer6n (IFN).
Del mismo modo, el término "composiciéon farmacéutica" significa cualquier composicion que comprende un vector
para expresar una proteina terapéutica.

Una "cantidad inmunoldgicamente eficaz" es una cantidad o concentracion del vector recombinante que codifica el
gen de interés, que, cuando se administra a un sujeto, produce una respuesta inmunitaria al producto génico de
interés.

Una "forma recombinante circulante" se refiere a virus recombinantes que se han sometido a una redistribucion
genética entre dos 0 mas subtipos o cepas. Otros términos utilizados en el contexto de la presente invencion son
"forma hibrida", "forma recombinada", y "forma de genoma redistribuido".

"Productos aislados clinicos" se refiere, por ejemplo, a las cepas de virus de laboratorio utilizadas con frecuencia que
se aislan de los sujetos infectados y se restablecen en células de laboratorio o sujetos con cepas maestras de virus
donantes de alto crecimiento adaptadas al laboratorio.

"Productos aislados de campo" se refiere a los virus que se aislan de los sujetos infectados o del medio ambiente.

Los aspectos anteriores de la invencion se aplican apropiadamente para prevenir enfermedades como vacunacion
profilactica.

Los vectores recombinantes para su uso en la presente invencion se pueden administrar a un sujeto ya sea solos o
como parte de una composicion inmunoldgica o inmunogénica. Los vectores recombinantes de la descripcion
también se pueden utilizar para suministrar o administrar una 0 mas proteinas a un sujeto de interés por medio de la
expresion in vivo de una o varias proteinas.

Se observa que los productos inmunolégicos y/o anticuerpos y/o productos expresados obtenidos de acuerdo con
esta descripcion pueden ser expresados in vitro y utilizados de una manera en la que tales productos inmunolédgicos
y/o productos expresados y/o anticuerpos se utilizan tipicamente, y que las células que expresan tales productos
inmunolégicos y/o productos expresados y/o anticuerpos se pueden emplear en aplicaciones in vitro y/o ex vivo, p.
ej., tales usos y aplicaciones pueden incluir diagnosticos, andlisis, terapia ex vivo (p. €j., en donde las células que
expresan el producto génico y/o la respuesta inmunoldgica se expanden in vitro y se reintroducen en el anfitrion o
animal), etc., véanse la Patente de los Estados Unidos Num. 5.990.091, los documentos WO 99/60164 y WO
98/00166 y los documentos citados en los mismos. Adicionalmente, los anticuerpos o productos génicos expresados
gue se aislan a partir de los métodos de la presente memoria, 0 que se aislan de células expandidas in vitro
siguiendo los métodos de administracion de la presente memoria, se pueden administrar en composiciones, de un
modo similar a la administracion de epitopos de subunidades o antigenos o productos terapéuticos o anticuerpos
para inducir la inmunidad, estimular una respuesta terapéutica y/o estimular la inmunidad pasiva.

Se pretende que el término "adenovirus humano" segun se utiliza en la presente memoria abarque todos los
adenovirus humanos de la familia Adenoviridae, que incluyen miembros de los géneros de Mastadeno virus. Hasta la
fecha, se han identificado mas de cincuenta y un serotipos humanos de adenovirus (véase, p. ej., Fields et al.,
Virology 2, Cap. 67 (3d ed., Lippincott-Raven Publishers)). El adenovirus puede ser del serogrupo A, B, C, D, Eo F.
El adenovirus humano puede ser de serotipo 1 (Ad1l), serotipo 2 (Ad2), serotipo 3 (Ad3), serotipo 4 (Ad4), serotipo 6
(Ad6), serotipo 7 (Ad7), serotipo 8 (Ad8), serotipo 9 (Ad9), serotipo 10 (Ad10), serotipo 11 (Ad11l), serotipo 12
(Ad12), serotipo 13 (Ad13), serotipo 14 (Ad14), serotipo 15 (Ad15) serotipo 16 (Ad16), serotipo 17 (Ad17), serotipo
18 (Ad18), serotipo 19 (Ad19), serotipo 19a (Ad19a), serotipo 19p (Ad19p), serotipo 20 (Ad20), serotipo 21 (Ad21),
serotipo 22 (Ad22), serotipo 23 (Ad23), serotipo 24 (Ad24), serotipo 25 (Ad25), serotipo 26 (Ad26), serotipo 27
(Ad27), serotipo 28 (Ad28), serotipo 29 (Ad29), serotipo 30 (Ad30), serotipo 31 (Ad31), serotipo 32 (Ad32), serotipo
33 (Ad33), serotipo 34 (Ad34), serotipo 35 (Ad35), serotipo 36 (Ad36), serotipo 37 (Ad37), serotipo 38 (Ad38),
serotipo 39 (Ad39), serotipo 40 (Ad40), serotipo 41 (Ad4l), serotipo 42 (Ad42), serotipo 43 (Ad43), serotipo 44
(Ad44), serotipo 45 (Ad45), serotipo 46 (Ad46), serotipo 47 (Ad47), serotipo 48 (Ad48), serotipo 49 (Ad49), serotipo
50 (Ad50), serotipo 51 (Ad51), o preferiblemente, serotipo 5 (Ad5), pero no se limitan a estos ejemplos.

También se contemplan en la presente invencién los vectores recombinantes, composiciones inmunogénicas, y los
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adenovirus recombinantes para el uso reivindicado que pueden comprender particulas subvirales de mas de un
serotipo de adenovirus. Por ejemplo, se sabe que los vectores de adenovirus pueden mostrar un tropismo alterado
para tejidos o tipos de células especificos (Havenga, MJ. E. et al., 2002), y por lo tanto, la mezcla y combinacion de
diferentes capsides adenovirales, es decir, proteinas de la fibra, o penténicas de diferentes serotipos adenovirales
pueden resultar ventajosas. La modificacion de las capsides adenovirales, incluyendo la fibra y la pentona puede dar
como resultado un vector adenoviral con un tropismo que es diferente del de adenovirus sin modificar. Los vectores
de adenovirus que son modificados y optimizados en su capacidad para infectar células diana pueden permitir una
reduccion significativa de la dosis terapéutica o profilactica, dando como resultado la reduccion de la toxicidad local y
diseminada.

El adenovirus es un ADN virus sin envoltura. Los vectores derivados de adenovirus tienen una serie de
caracteristicas que los hacen particularmente (tiles para la transferencia génica. Segin se utiliza en la presente
memoria, un "vector de adenovirus recombinante” es un vector de adenovirus que lleva una o mas secuencias de
nucleétidos heterélogas (p. €j., dos, tres, cuatro, cinco 0 mas secuencias de nucleétidos heterélogas). Por ejemplo,
la biologia de los adenovirus esta caracterizada en detalle, el adenovirus no esta asociado con ninguna patologia
humana grave, el virus es extremadamente eficiente en la introduccion de su ADN en la célula anfitriona, el virus
puede infectar una amplia variedad de células y tiene una amplia gama de anfitriones, el virus puede ser producido
en grandes cantidades con relativa facilidad, y el virus se puede volver de replicacién deficiente y/o no replicante por
medio de deleciones en la region temprana 1 ( "E1") del genoma viral.

El genoma de adenovirus es una molécula de ADN de doble hebra lineal de aproximadamente 36.000 pares de
bases ("pb") con una proteina terminal de 55 kDa unida covalentemente al extremo 5' de cada hebra. El ADN de Ad
contiene Repeticiones Terminales Invertidas ("ITR") idénticas de aproximadamente 100 pb, dependiendo la longitud
exacta del serotipo. Los origenes de replicaciéon virales estan localizados dentro de las ITR exactamente en los
extremos del genoma. La sintesis de ADN se produce en dos etapas. En primer lugar, la replicacion procede por
desplazamiento de la hebra, generando una molécula daplex hija y una hebra parental desplazada. La hebra
desplazada es de hebra sencilla y puede formar una "franja" intermedia, que permite el inicio de la replicacion y la
generacion de una molécula duplex hija. Alternativamente, la replicacién puede proceder de ambos extremos del
genoma simultdneamente, obviando el requerimiento de formar la estructura de la franja.

Durante el ciclo de infeccion productiva, los genes virales se expresan en dos fases: la fase temprana, que es el
periodo hasta la replicacion del ADN viral, y la fase tardia, que coincide con el inicio de la replicacion del ADN viral.
Durante la fase temprana, so6lo se expresan los productos génicos tempranos, codificados por las regiones E1, E2,
E3 y E4, que llevan a cabo una serie de funciones que preparan la célula para la sintesis de proteinas estructurales
virales (Berk, AJ., 1986). Durante la fase tardia, se expresan los productos génicos virales tardios ademas de los
productos de genes tempranos y la sintesis de ADN y proteinas de la célula anfitriona se desactiva. En
consecuencia, la célula se dedica a la produccion de ADN viral y de proteinas estructurales virales (Tooze, J., 1981).

La regién E1 del adenovirus es la primera region del adenovirus expresada después de la infeccion de la célula
diana. Esta region consiste en dos unidades transcripcionales, los genes de E1A y E1B, ambos los cuales son
necesarios para la transformacion oncogénica de cultivos primarios (embrionarios) de roedor. Las principales
funciones de los productos génicos de E1A son la induccién de las células quiescentes para que entren en el ciclo
celular y reanuden la sintesis de ADN celular, y la activacion transcripcional del gen de E1B y las otras regiones
tempranas (E2, E3 y E4) del genoma viral. La transfeccion de las células primarias con el gen de E1A solo puede
inducir la proliferacion ilimitada (inmortalizacion), pero no da lugar a la transformacion completa. Sin embargo, la
expresion de E1A, en la mayoria de los casos, da como resultado la induccién de la muerte celular programada
(apoptosis), y solo ocasionalmente se obtiene la inmortalizacion (Jochemsen et al., 1987). La co-expresion del gen
de E1B es necesaria para evitar la induccion de la apoptosis y para que se produzca la transformacion morfolégica
completa. En lineas celulares inmortales establecidas, la expresion de alto nivel de E1A puede causar la
transformacion completa en ausencia de E1B (Roberts, B. E. et al., 1985).

Las proteinas codificadas E1B ayudan a E1A en la reorientacién de las funciones celulares para permitir la
replicacién viral. Las proteinas E1B de 55 kD y E4 de 33 kD, que forman un complejo que se localiza esencialmente
en el ndcleo, funcionan en la inhibicion de la sintesis de proteinas del anfitrion y facilitan la expresion de los genes
virales. Su influencia principal es establecer un transporte selectivo de los ARNm virales desde el nicleo hasta el
citoplasma, de forma concomitante con el inicio de la fase tardia de la infeccién. La proteina E1B de 21 kD es
importante para el control temporal correcto del ciclo de infeccién productivo, evitando de ese modo la muerte
prematura de la célula anfitriona antes de que el ciclo de vida del virus se haya completado. Los virus mutantes
incapaces de expresar el producto génico de E1B de 21 kD presentan un ciclo de infeccion acortado que esti
acompafiado de una degradacion excesiva del ADN cromosdmico de la célula anfitriona (fenotipo deg) y un efecto
citopatico intensificado (fenotipo cyt; Telling et al., 1994). Los fenotipos deg y cyt son suprimidos cuando ademas se
muta el gen de E1A, indicando que estos fenotipos son una funcion de E1A (White, E. et al., 1988). Ademas, la
proteina E1B de 21 kDa disminuye la velocidad mediante la cual E1A pone en marcha los otros genes virales.
Todavia no se conoce por medio de qué mecanismos la E1B de 21 kD inactiva estas funciones dependientes de
E1A.

En contraste, por ejemplo, con los retrovirus, los adenovirus no se integran en el genoma de la célula anfitriona, son
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capaces de infectar células que no estan en division, y son capaces de transferir eficazmente genes recombinantes
in vivo (Brody et al., 1994). Estas caracteristicas hacen de los adenovirus atractivos candidatos para la transferencia
génica in vivo, por ejemplo, de un antigeno o inmunégeno de interés a células, tejidos o sujetos que lo necesiten.

Se prefieren los vectores de adenovirus que contienen deleciones mdltiples tanto para aumentar la capacidad de
carga del vector como para reducir la probabilidad de recombinacién para generar adenovirus de replicacion
competente (RCA). Cuando el adenovirus contiene mlltiples deleciones, no es necesario que cada una de las
deleciones, si esta presente sola, de lugar a un adenovirus de replicacion defectuosa y/o no replicante. Siempre que
una de las deleciones convierta el adenovirus en uno de replicacion defectuosa o no replicante, se pueden incluir
deleciones adicionales para otros fines, p. €j., para aumentar la capacidad de carga del genoma del adenovirus para
secuencias de nucledtidos heterdlogas. Preferiblemente, mas de una de las deleciones evita la expresion de una
proteina funcional y convierte el adenovirus en un adenovirus de replicacion defectuosa y/o no replicante y/o
atenuado. Mas preferiblemente, todas las deleciones son deleciones que convertirian el adenovirus en un
adenovirus de replicacion defectuosa y/o no replicante y/o atenuado. Sin embargo, la invencion también abarca
adenovirus y vectores de adenovirus para su uso que son adenovirus de replicacion competente y/o de tipo salvaje,
es decir, comprende todos los genes adenovirales necesarios para la infeccién y replicacion en un sujeto.

Las realizaciones de la invencion que emplean adenovirus recombinantes pueden incluir vectores de adenovirus con
E1 defectuosa o suprimida, E3 defectuosa o suprimida, o E4 defectuosa o suprimida o vectores de adenovirus que
comprenden deleciones de E1 y E3, 0 E1 y E4, 0 E3 y E4, o0 E1, E3, y E4, o el vector de adenovirus "vaciado"
("gutless") en el que se han eliminado todos los genes virales. Los vectores de adenovirus pueden comprender
mutaciones en los genes de E1, E3, E4, o deleciones en estos o todos los genes adenovirales. La mutacion en E1
aumenta el margen de seguridad del vector porque se dice que los adenovirus con E1 defectuosa mutantes son de
replicacién defectuosa y/o no replicante en células no permisivas, y estan, por lo menos, muy atenuados. La
mutacion en E3 mejora la inmunogenicidad del antigeno al alterar el mecanismo por el cual el adenovirus regula a la
baja moléculas de clase | del MHC. La mutacién en E4 reduce la inmunogenicidad del vector de adenovirus
mediante la supresion de la expresion génica tardia, por lo que puede permitir una revacunacion repetida utilizando
el mismo vector. La presente invencion comprende vectores de adenovirus de cualquier serotipo o serogrupo que
tienen deleciones o mutaciones de E1, o E3, E4 0, 0 E1 y E3, 0 E1 y E4. La delecién o mutacion de estos genes
adenovirales da como resultado el deterioro o la pérdida sustancialmente completa de la actividad de estas
proteinas.

El vector de adenovirus "vaciado" es otro tipo de vector en la familia de vectores de adenovirus. Su replicacion
requiere un virus auxiliar y una linea celular 293 humana especial que expresa tanto EIA como Cre, una condicién
gue no existe en el ambiente natural; el vector es privado de todos los genes virales, por lo tanto el vector como
portador de vacuna es no inmunogénico y puede ser inoculado varias veces para la re-vacunacion. El vector de
adenovirus "vaciado" también contiene espacio de 36 kb para el alojamiento de uno o varios antigenos o
inmunogenos de interés, permitiendo asi la co-administracion de un gran nimero de antigenos o inmundgenos a las
células.

Otros sistemas de vectores de adenovirus conocidos en la técnica incluyen el sistema AdEasy (He et al., 1998) y el
sistema AdEasier posteriormente modificado (Zeng et al., 2001), que fueron desarrollados para generar vectores de
Ad recombinantes en células 293 rapidamente permitiendo que se produjera la recombinacion homadloga entre los
vectores donadores y los vectores auxiliares de Ad en células de Escherichia coli, tales como células BJ5183,
durante la noche. pAdEasy comprende secuencias estructurales de adenovirus que, cuando se suministran en trans
con un vector donador tal como pShuttle-CMV que expresa un antigeno o un inmundgeno de interés, da como
resultado el empaquetamiento del antigeno o inmunégeno (p. €j., inmundgenos y/o antigenos) en una capside
adenoviral. La secuencia de pAdEasy es bien conocida en la técnica y estd publicamente y comercialmente
disponible a través de Stratagene.

La presente invencién se puede generar utilizando el sistema de AdHigh (Solicitud de Patente de los Estados Unidos
Provisional Num. de Serie 60/683,638). AdHigh es un método seguro, rapido y eficaz de generacion de altos titulos
de adenovirus recombinante sin el riesgo de la generacion de RCA, que puede ser perjudicial o fatal para los sujetos
aviares. Ademas, los RCA pueden ser patdgenos para los seres humanos y no es deseable que estén presentes en
la cadena alimentaria. El sistema AdHigh utiliza plasmidos lanzadera modificados, tales como pAdHigh, para
promover la produccion de adenovirus libres de RCA en las células permisivas, tales como células PER.C6 después
de generar recombinantes con un plasmido de cadena principal de adenovirus en células de E. coli. Estos plasmidos
lanzadera contienen policonectores o sitios de clonacion multiple para la insercion facil de inmundgenos o antigenos
aviares tales como, por ejemplo, inmundgenos o antigenos de la influenza aviar. La recombinacion de los plasmidos
lanzadera adenovirales junto con un plasmido auxiliar adenoviral como pAdEasy en células bacterianas (es decir,
BJ5183) se puede implementar facilmente para producir los adenovirus humanos recombinantes que expresan
antigenos o inmundgenos aviares para el uso de la invencion. Los métodos de produccion de vectores
recombinantes mediante la clonacién y el analisis de restriccion son bien conocidos para los expertos en la técnica.

Se pueden insertar motivos de secuencia especifica tales como el motivo RGD en el bucle de H-I de un vector de
adenovirus para aumentar su infectividad. Se ha demostrado que esta secuencia es esencial para la interaccion de
ciertas proteinas de la matriz extracelular y de adherencia con una superfamilia de receptores de la superficie celular
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denominadas integrinas. La inserciobn del motivo RGD puede ser ventajosamente Gt en sujetos
inmunocomprometidos. Se construye un recombinante de adenovirus por clonacion de un antigeno o inmunégeno
especifico o fragmentos de los mismos en cualquiera de los vectores de adenovirus, tales como los descritos
anteriormente. El adenovirus recombinante se utiliza para transducir células de un vertebrado utilizado como agente
de inmunizacion. (Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de los Estados Unidos Nim. de Serie 10/424.409).

Los vectores de adenovirus para su uso en la presente invencion son Utiles para el suministro de acidos nucleicos
gue expresan antigenos o inmundgenos aviares a células in vivo. En particular, los vectores de la invenciéon se
pueden emplear ventajosamente para suministrar o transferir acidos nucleicos a embriones aviares 0 a sujetos
aviares por medio de la administracion in ovo. Los acidos nucleicos de interés incluyen acidos nucleicos que
codifican los péptidos o proteinas inmunogénicos (para vacunas).

Preferiblemente, los codones que codifican el antigeno o inmundgeno de interés son codones "optimizados", es
decir, los codones son aquellos que aparecen con frecuencia, es decir, son genes aviares altamente expresados, en
lugar de los codones que se utilizan con frecuencia, por ejemplo, influenza. Semejante uso de codones proporciona
la expresion eficaz del antigeno o inmundégeno en células humanas o de aves. En otras realizaciones, por ejemplo,
cuando el antigeno o inmundgeno de interés se expresa en bacterias, levaduras u otro sistema de expresion, el
patron de uso de codones se altera para representar el sesgo de codones para genes altamente expresados en el
organismo en el que esta siendo expresado el antigeno o inmundgeno. Los patrones de uso de codones se conocen
en la bibliografia para genes altamente expresados de muchas especies (p. €j., Nakamura et al., 1996; Wang et al.,
1998; McEwan et al., 1998).

En general, los vectores de adenovirus se pueden utilizar para infectar una célula en cultivo para expresar un
producto génico deseado, p. €j., para producir una proteina o péptido de interés. Preferiblemente, la proteina o
péptido se secreta al medio y se puede purificar a partir del mismo utilizando mecanismos rutinarios conocidos en la
técnica, asi como los proporcionados en la presente memoria. Las secuencias de péptido sefial que dirigen la
secrecion extracelular de proteinas son conocidas en la técnica y las secuencias de nucleétidos que codifican las
mismas pueden ser conectadas operablemente a la secuencia de nucleétidos que codifica el péptido o proteina de
interés por medio de mecanismos rutinarios conocidos en la técnica. Alternativamente, las células pueden ser
lisadas y la proteina recombinante expresada puede ser purificada a partir del producto lisado celular.
Preferiblemente, la célula es una célula animal, mas preferiblemente una célula aviar o de mamifero. También se
prefieren las células que son competentes para la transduccién por adenovirus.

Tales células incluyen células PER.C6, células 911, y células HEK293. La descripcion también comprende el uso de
células de ave, tales como, pero no limitadas a, fibroblastos de embriones aviares, tales como células DF-I, células
madre de ave, tales como las descritas en las Patentes de los Estados Unidos NUms. 6.872.561; 6.642042;
6.280.970; y 6.255.108, linfoblastos de ave, células epiteliales de ave, entre otras, tales como la cepa celular
derivada de embrién de pollo CHCC-OU2 (Ogura, H. et al., 1987; Publicacion de Patente Japonesa Num. 9-173059),
la cepa de células derivadas de codorniz QT-35 (Publicaciéon de Patente Japonesa Num. 9-98778). Cualquier célula
de ave que sea competente para la infeccion, transfeccién, o cualquier tipo de transferencia de genes puede ser
utilizada en la préactica de la descripciéon.

Un medio de cultivo para el cultivo de células anfitrionas incluye un medio cominmente utilizado para el cultivo de
tejidos, tal como base de Earle M199, MEM de Eagle (E-MEM), MEM de Dulbecco (DMEM), SC-UCM1 02, UP-SFM
(GIBCO BRL), EX-CELL302 (Nichirei), EX-CELL293-S (Nichirei), TFBM-01 (Nichirei), ASF 104, entre otros. Los
medios de cultivo adecuados para tipos de células especificos se pueden encontrar en la Coleccion de Cultivos Tipo
Americana (ATCC) o en la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC). Los medios de cultivo se pueden
complementar con aminoacidos tales como L-glutamina, sales, agentes anti-fingicos o antibacterianos tales como
Fungizone®, penicilina-estreptomicina, suero animal, y similares. El medio de cultivo celular puede estar
opcionalmente libre de suero.

La presente invencion también proporciona vectores para su uso como vacunas como se reivindica en las
reivindicaciones independientes 1 y 7. El inmundgeno o antigeno se pueden presentar en la capside del adenovirus,
de forma alternativa, el antigeno se puede expresar a partir de un antigeno o inmundégeno introducidos en un
genoma de adenovirus recombinante y portado por los adenovirus de la invencion. El vector de adenovirus puede
proporcionar cualquier antigeno o inmundgeno de interés. Los ejemplos de inmundgenos se detallan en la presente
memoria.

Los antigenos o inmundgenos estan preferiblemente asociados operablemente con las secuencias de control de la
expresion apropiadas. Los vectores de expresion incluyen secuencias de control de la expresion, tales como un
origen de replicacion (que puede tener origen bacteriano, p. ej., derivados de vectores bacterianos tales como
pBR322, u origene eucariético, p. €j., secuencias de replicacién auténoma (ARS)), un promotor, un potenciador, y
sitios de procesamiento de informacién necesarios, tales como sitios de unién al ribosoma, sitios de empalme de
ARN, sitios de poliadenilacion, sefiales de empaquetamiento, y secuencias terminadoras de la transcripcion.

Por ejemplo, los vectores de adenovirus recombinantes para su uso en la invenciéon pueden contener sefiales de
control de la transcripcion/traduccion y sefiales de poliadenilacion (p. ej., sefales de poliadenilacion derivadas de la

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2620 789 T3

hormona de crecimiento bovina, sefial de poliadenilaciéon de SV40) apropiadas, asociadas operablemente con la
secuencia o las secuencias de antigenos o inmunégenos que se deben suministrar a la célula diana. Se puede
utilizar una variedad de elementos promotores/potenciadores dependiendo del nivel y de la expresion especifica del
tejido deseados. El promotor puede ser constitutivo o inducible (p. €j., el promotor de la metalotioneina),
dependiendo del patron de expresion deseado. El promotor puede ser nativo o foraneo y puede ser una secuencia
natural o sintética. Por foraneo, se quiere significar que la region de inicio de la transcripcion no se encuentra en el
anfitrion de tipo salvaje en el que se introduce la regién de inicio de la transcripcion. El promotor se elige de modo
que funcione en la célula o las células o el tejido o los tejidos diana de interés. En la presente invencién se
contemplan promotores especificos del cerebro, especificos del higado, y especificos del muasculo (incluyendo
especificos de la musculatura esquelética, del corazén, de la musculatura lisa y/o del diafragma). También se
prefieren los promotores de mamiferos y aves.

El promotor puede ser ventajosamente un promotor "temprano”. Los promotores "tempranos” son conocidos en la
técnica y se definen como promotores que dirigen la expresion de un gen que se expresa rapida y transitoriamente
en ausencia de la sintesis de proteinas de novo. El promotor también puede ser un promotor "fuerte" o "débil". Los
términos "promotor fuerte" y "promotor débil" se conocen en la técnica y pueden ser definidos por la frecuencia
relativa de inicio de la transcripcién (veces por minuto) en el promotor. Un promotor "fuerte” o "débil" también puede
ser definido por su afinidad por la ARN polimerasa.

Mas preferiblemente, los antigenos o inmundgenos estan asociados operablemente, por ejemplo, con un promotor
inmediato temprano principal de citomegalovirus humano (CMV), un promotor del virus de simios 40 (SV40), un
promotor de B-actina, un promotor de albdmina, un promotor del Factor de elongacién 1-a (EF1-a), un promotor de
PyK, un promotor de MFG, o un promotor del virus del sarcoma de Rous. Otras secuencias de control de la
expresion incluyen promotores derivados de genes de inmunoglobulina, adenovirus, virus del papiloma bovino, virus
del herpes, etcétera. También se puede utilizar cualquier promotor viral de mamifero en la practica de la invencion,
ademas de cualquier promotor viral aviar. Entre los promotores de aves de origen viral, se pueden utilizar los
promotores de genes tempranos inmediatos (es decir, ICP4, ICP27) del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV),
tempranos (es decir, timidina quinasa, ADN helicasa, ribonucledtido reductasa) o tardios (es decir, gB, gD, gC, gK)
del virus de la enfermedad de Marek, (es decir, gB, gC, pp38, pp14, ICP4, Meq) o del virus del herpes de los pavos
(p. €j., gB, gC, ICP4) en los vectores para el uso en la presente invencion. Ademas, esta dentro de la competencia
del experto en la técnica seleccionar un promotor adecuado que exprese el antigeno o inmunégeno de interés a
niveles suficientemente altos con el fin de inducir o provocar una respuesta inmunogénica al antigeno o inmunégeno,
sin experimentacion indebida.

Se ha especulado que la conduccidon de la transcripcion de nucleétidos heterélogos con el promotor de CMV puede
dar lugar a regulacién a la baja de la expresion en animales inmunocompetentes (véase, p. €j., Guo et al., 1996). En
consecuencia, también se prefiere asociar operablemente las secuencias de antigeno o inmundégeno, por ejemplo,
con un promotor de CMV modificado que no dé como resultado esta regulacion a la baja de la expresion del
antigeno o inmundgeno.

Los vectores para su uso en la invencidon también pueden comprender un policonector o un sitio de clonacidn
multiple ("MCS"), que ventajosamente pueden estar situado aguas abajo de un promotor. El policonector proporciona
un sitio para la insercion de las moléculas de antigeno o inmundgeno que estan “"en marco" con la secuencia
promotora, dando como resultado la "conexion operativa" de la secuencia del promotor al antigeno o inmundégeno de
interés. Los sitios de clonacion multiple y los policonectores son bien conocidos para los expertos en la técnica.
Segun se utiliza en la presente memoria, el término "conectado operablemente" significa que los componentes
descritos estan en una relacion que les permite funcionar de la manera pretendida.

Dependiendo del vector, pueden estar presentes marcadores seleccionables que codifican resistencia a los
antibidticos cuando se utilizan para la amplificacién in vitro y la purificacién del vector recombinante, y, en el contexto
de los sistemas adenovirales AdEasy, AdEasier, y AdHigh disponibles en el mercado, para controlar la
recombinacion homdloga entre un vector donador y un vector auxiliar adenoviral. Los sistemas AdEasy, AdEasier, y
AdHigh facilitan la recombinacion homéloga entre un vector donador y un vector auxiliar adenoviral en las
secuencias ITR. Cada vector comprende un gen de resistencia a antibiético diferente, y por seleccion dual, se
pueden seleccionar los recombinantes que expresan el vector recombinado. Los ejemplos de tales genes de
resistencia a antibiéticos que se pueden incorporar a los vectores para su uso en la invencion incluyen, pero no se
limitan a, ampicilina, tetraciclina, neomicina, zeocina, kanamicina, bleomicina, higromicina, cloranfenicol, entre otros.

En realizaciones en las que hay mas de un antigeno o inmunégeno, las secuencias de antigeno o inmundgeno
pueden estar asociadas operativamente con un Unico promotor aguas arriba y una o mas secuencias del sitio interno
de entrada al ribosoma (IRES) (p. €j., la secuencia IRES de EMC de picornavirus).

En realizaciones de la invencion en la que se transcribiran la secuencia o las secuencias del antigeno o inmunégeno
y a continuacién se traduciran en las células diana, se requieren generalmente sefiales de inicio especificas para
una traduccién eficaz de las secuencias de codificacién de proteinas insertadas. Estas secuencias de control de la
traduccion exdgenas, que pueden incluir el codén de inicio ATG y secuencias adyacentes, pueden ser de una
variedad de origenes, tanto naturales como sintéticos.
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Se puede utilizar cualquier antigeno o inmundgeno aviar derivado de un patégeno aviar en los vectores
recombinantes para su uso en la invencién. Los antigenos o inmunégenos preferidos incluyen, pero no se limitan a,
antigenos o inmunégenos derivados del virus de la influenza aviar, tales como antigenos o inmunégenos de
hemaglutinina, neuraminidasa, matriz, y nucleoproteina, antigenos del virus de la enfermedad infecciosa de la bursa
tales como VP1, VP1s1, VP1s2, VP2 (Heine, HG et al., 1991; Dormitorio, T. V. et al., 1997; y Cao, Y.C. et al., 1998),
VP2S, VP3, VP4, VP4S y VP5, antigenos del virus de la enfermedad de Marek como la timidina quinasa, gA, gB, gC,
gD, gE, gH, gl, y gL (Coussens et al., 1988); Ross et al. 1989); Ross et al., 1991); Publicacion Internacional NGm.
WO 90/02803 (1990); Brunovskis y Velicer, 1995); y Yoshida et al., 1994), Herpesvirus tales como antigenos del
virus de la laringotraqueitis infecciosa incluyendo gA, gB, gD, gE, gl, y gG (Veits, J. et al., 2003), antigenos del virus
de la bronquitis infecciosa aviar, tales como la glicoproteina de la espicula, proteina M integrante de membrana,
proteina E pequefia de la membrana, y poliproteina (Casais, R. et al., 2003), antigenos de reovirus aviar tales como
las proteinas de la capside, sigma NS, sigma A, sigma B, y sigma C (Spandidos, D. A. et al., 1976), poxvirus
incluyendo antigenos de avipox, virus de la viruela aviar, de la viruela del canario, de viruela del pichén, de la viruela
de la codorniz, y de la viruela de la paloma tales como la timidina quinasa, antigenos de poliomavirus aviar tales
como VP1, VP2, VP3, y VP4 (Rott, O. et al., 1988), antigenos del virus de la enfermedad de Newcastle, tales como
las proteinas HN, P, NP, M, F y L (revisado en Alexander, DJ., 1990), antigenos de pneumovirus aviar SH, F, Gy N
(Seal, B. S., 2000), antigenos del virus de la rinotraqueitis aviar tales como la glicoproteina, matriz, fusion y
nucleocapside (Cook, J.K., 1990), antigenos de virus de la reticuloendoteliosis aviar tales como p29, envoltura, gag,
proteasa y polimerasa (Dornburg, R. 1995), retrovirus aviares incluyendo los antigenos del virus del carcinoma aviar
gag, pol y env, gag, pol, env, cépside, y proteasa de virus enddgeno aviar (Rovigatti, U.G. et al., 1983), gag, erbA,
erbB del virus de la eritroblastosis aviar (Graf, T. et al., 1983), proteina del ndcleo, pol, y proteina de la superficie del
virus de la hepatitis aviar (Cova, L. et al., 1993), VP1, VP2, VP3 del virus de la anemia aviar (Rosenberger, J.K. et
al.,, 1998), antigenos de la polimerasa, proteina 52K, pentona, llia, y proteinas del nucleo del virus de la enteritis
aviar (Pitcovski, J. et al., 1988), proteina IE, glicoproteina K, helicasa, glicoproteina N, VP11-12, glicoproteina H,
timidina quinasa, glicoproteina B, y fosfoproteina nuclear del virus de la enfermedad de Pacheco (Kaleta E.F., 1990),
antigenos de la envoltura, gag, y polimerasa del virus de la leucemia aviar (Graf, T. et al., 1978), antigenos de
parvovirus aviar, rotavirus aviar como NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, VP1, VP2, VP3, VP4, VP5, VP6, y VP7 (Mori, Y.
et al., 2003; Borgan, M. A. et al., 2003), antigenos del virus de la leucosis aviar tales como la envoltura, gag, y la
polimerasa (Bieth, E. et al., 1992); virus del fibrosarcoma musculoaponeurético aviar (Kawai, S. et al., 1992),
antigenos pi 5, p27, envoltura, gag, y polimerasa, nucleocépside, y gs-b del virus de la mieloblastosis aviar (Joliot, V.
et al.,, 1993), virus asociado a la mieloblastosis aviar (Perbal, B., 1995), virus de la mielocitomatosis aviar
(Petropoulos, C.J., 1997), antigenos del virus de sarcoma aviar tales como pi 9 y envoltura (Neckameyer, W.S. et al.,
1985), y gag, envoltura, y polimerasa del virus de la necrosis del bazo aviar (Purchase, H.G. et al., 1975).

Otros inmundgenos/antigenos que se pueden utilizar en el contexto de la presente invencién incluyen antigenos
bacterianos aviares de cepas de Pasteurella multocida, tales como la proteina capsular de 39 kDa (Ali, H.A. et al.,
2004; Rimler, R.B. 2001), proteina de la membrana externa de 16 kDa (Kasten, R.W., et al., 1995), lipopolisacarido
(Baert, K. et al., 2005), Escherichia coli, tales como fimbrias tipo 1, fimbrias P, y rizadas (Roland, K. et al., 2004);
adhesina de pilus Fl, adhesina de pilus P, proteina receptora de aerobactina, y lipopolisacarido (Kariyawasam, S. et
al., 2002), Mycoplasma gallisepticum, tal como el antigeno de la membrana principal pMGA (también conocido como
P67, Jan, G. et al., 2001; Noormohammadi, A.H. et al., 2002a), TM-I (Saito, S. et al., 1993), adhesina (Barbour, E.K.
et al., 1989), P52 (Jan, G. et al., 2001) antigeno de aglutinacion en placas con suero (SPA) (Ahmad, I. et al., 1988),
Mycoplasma gallinaceum, Mycoplasma gallinarum, Mycoplasma gallopavonis, Mycoplasma synoviae, incluyendo
antigenos tales como antigeno de membrana principal MSPB (Noormohammadi, A. H. et al., 2002b) y proteina de
165 kDa (Ben Abdelmoumen, B. et al., 1999), Mycoplasma meleagridis, Mycoplasma iowae, Mycoplasma pullorum,
Micoplasma imitaus, Salmonella enteritidis tal como flagelina, porinas, OmpA, y fimbrias SEF21 y SEF14 (Ochoa-
Reparaz, J. et al., 2004), serovariedades de Salmonella enterica tales como Gallinarum y Typhimurium que
expresan, por ejemplo, SEF 14 y SEF21 (Li, W. et al., 2004), Campylobacter jejuni, tal como flagelina, antigeno de
67 kDa, proteinas Cj aA, Cj aC, y Cj aD (Widders, P. R. et al., 1998; Wyszynska, A. et al., 2004), Haemophilus
paragallinarum tales como los antigenos de tipo hemaglutinina de los serogrupos A, B, y C (Yamaguchi, T. et al.,
1988), Riemerella anatipestifer, tales como antigenos de bacterina (Higgins, D. A. et al., 2000), cepas de Chlamydia
psittaci tales como las serovariedades A y 6B y que expresan, por ejemplo, la proteina de la membrana externa
principal (MOMP) (Vanrompay, D. et al., 1999), Erysipelothrix rhusiopathiae incluyendo el antigeno de la proteina de
66-64 kDa (Timoney, J. F. et al., 1993), Erysipelothrix iusidiosa tal como bacterina (Bigland, C.H. y Matsumoto, J.J.,
1975), Brucella abortus, tales como los antigenos P39 y bacterioferrina (Al-Mariri, A. et al., 2001), Borrelia anserina
tal como la proteina de la superficie externa principal de 22 kilodalton (Sambri, V. et al., 1999), proteina de
membrana externa P66 (Bunikis, J. et al., 1998), y OspC (Marconi, T. R. et al., 1993), Alcaligenes faecalis,
Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, entre muchos otros.

La invencion también comprende el uso de inmundgenos/antigenos derivados de antigenos de protozoos aviares,
tales como, pero no limitados a Eimeria acervulina tal como antigeno 3-IE (Lillehoj, H.S. et al., 2005; Ding, X. et al.,
2004), antigenos de complejo apical (Constantinoiu, C.C. et al., 2004), y lactato deshidrogenasa (Schaap, D. et al.,
2004), Eimeria maxima tales como las proteinas antigénicas gam56 y gam82 (Belli, S. I. et al., 2004) de 56 y 82 kDa
(Belli, S. 1. et al., 2002), y EmTFP250 (Witcombe, D. M. et al., 2004), Eimeria necatrix tal como la proteina de 35 kD
(Tajima, O. et al., 2003), Eimeria tenella tales como los productos génicos de TA4 y SO7 (Wu, S.Q. et al., 2004;
Pogonka, T. et al.,, 2003) y proteina de la pared de ooquistes de 12 kDa (Karim, MJ. et al., 1996), Eimeria
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vermiformis, Eimeria adenoeides, Leucocytozoon caulleryi tales como el antigeno de la membrana externa R7 (lto,
A., et al., 2005), Plasmodium relictum, Plasmodium gallinaceum tal como la proteina CSP (Grim, K.C. et al., 2004) y
los antigenos proteicos de 17 y 32 kDa (Langer, R. C. et al., 2002), y Plasmodium elongatum, entre otros.

Una realizacion preferida de la invencion utiliza antigenos o inmunégenos virales de la influenza aviar. La invencién
también proporciona un vector recombinante para su uso como se ha reivindicado que expresa varios antigenos o
inmunogenos aviares, tales como, por ejemplo, una vacuna multivalente o composicién inmunogénica que puede
proteger las aves contra multiples enfermedades de las aves con una sola inyeccion. El virus de la influenza aviar se
han transmitido a los seres humanos, cerdos, caballos, e incluso mamiferos marinos, y han sido los principales
contribuyentes a la aparicion de pandemias de influenza en seres humanos. Los virus de la influenza, que
pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, se clasifican como A, B, y C basandose en las diferencias antigénicas en
su nucleoproteina (NP) y proteina de la matriz (M1). Los virus de la influenza aviar AU se clasifican como de tipo A.
La subtipificacién adicional se basa en la antigenicidad de dos glicoproteinas de la superficie, hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA). Actualmente, se han identificado 15 subtipos de HA y 9 subtipos de NA entre los virus de
influenza A (Murphy, B. R. et al., 1996; Rohm, C. et al., 1996b). Las secuencias de aminoacidos de la region HA1,
gue es responsable de la antigenicidad de la HA, difieren de subtipo a subtipo en 30% o mas (Rohm, C. et al.,
1996b). Aunque se encuentran virus con todos los subtipos de HA y NA en las especies de aves, los subtipos virales
de virus de la influenza de mamiferos son limitados.

Los virus de la influenza aviar A se definen por su virulencia; tipos altamente virulentos que pueden causar plagas en
la volateria, y tipos no virulentos que por lo general causan Unicamente una enfermedad leve o una infeccion
asintomaética. En casos raros, sin embargo, los virus con baja patogenicidad en el laboratorio ocasionan brotes de
enfermedades graves en el campo. No obstante, la morbilidad y la mortalidad asociadas con estos virus tienden a
ser mucho més bajas que las causadas por los virus letales.

Los virus de la influenza aviar altamente virulentos han causado brotes en la volateria en Australia (1976 [H7]
(Bashiruddin, J.B. et al., 1992); 1985 [H7] (Cross, G.M., 1987; Nestorowicz, A. et al., 1987), 1992 [ H7] (Perdue, MX
et al., 1997), 1995 [H7], y 1997 [H7]), Inglaterra (1979 [H7] (Wood, G. W., et al., 1993) y 1991 [H5] (Alexander, DJ et
al., 1993), Estados Unidos (1983 a 1984 [H5] (Eckroade, RJ. et al., 1987), Irlanda (1983 a 1984 [H5]) (Kawaoka, Y.
et al.,, 1987), Alemania (1979 [H7] (Rohm, C. et al., 1996a), México (1994 a 1995 [H5] (Garcia, M. et al., 1996;
Horimoto, T. et al., 1995), Pakistan (1995 [H7] (Perdue, MX. et al., 1997), Italia (1997 [H5]), y Hong Kong (1997 [H5]
(Claas, EJ. et al., 1988). Sin desear estar limitado por ninguna teoria, se cree que todos los virus de la influenza
aviar A patogena son de subtipo H5 o H7, aunque la razén de esta especificidad de subtipo sigue siendo
desconocida. No parece haber ninguna asociacion de los subtipos de NA con los virus virulentos. Dos subtipos
adicionales, H4 [A/Chicken/Alabama/7395/75 (H4N8)] (Johnson, D.C. et al., 1976) y H10 [A/Chicken/Germany/N/49
(H1ON7)], han sido aislados de pollos durante graves brotes de tipo plaga en la volateria.

Las estructuras de los virus de la influenza A son bastante similares (Lamb, R. A. et al., 1996). Por medio de
microscopia electronica, los virus son pleomorficos, incluyendo viriones que son mas o menos esféricos
(aproximadamente 120 nm de diametro) y filamentosos. Dos tipos distintos de espiculas (de aproximadamente 16
nm de longitud), que corresponden a las moléculas de HA y NA, residen en la superficie de los viriones. Estas dos
glicoproteinas se anclan a la envoltura lipidica derivada de la membrana plasmética de las células anfitrionas
mediante secuencias cortas de aminoacidos hidr6fobos (regién transmembrana). La HA es una glicoproteina de tipo
I, que contiene un ectodominio N-terminal y un ancla C-terminal, mientras que NA es una glicoproteina de tipo Il, que
contiene un ancla N-proximal y un ectodominio C-terminal. La HA permite que el virion se ancle a los
sialiloligosacéridos de la superficie celular (Paulson, J.C., 1985) y es responsable de su actividad hemaglutinante
(Hirst, G.K., 1941). La HA da lugar a anticuerpos neutralizantes del virus que son importantes en la proteccion contra
la infeccion. La NA es una sialidasa (Gottschalk, A., 1957) que impide la agregacion del virion mediante la
eliminacion de &cido sialico de la superficie celular y del virion (el radical principal en los sialiloligosacaridos
reconocidos por HA) (Paulson, J. C, 1985). Los anticuerpos para NA también son importantes en la proteccién de los
anfitriones (Webster, R. G., et al., 1988).

Ademas de la HA y la NA, se encuentra integrado en los viriones un nimero limitado de proteinas M1 (Zebedee, S.
L. et al., 1988). Estas forman tetrameros, tienen actividad de canal i6nico H1, y, cuando son activadas por el pH bajo
en los endosomas, acidulan el interior del virion, lo que facilita su descapsidacion (Pinto, L.H. et al., 1992). Se piensa
gue la proteina M1 que se encuentra dentro de la envoltura funciona en el montaje y la gemacion. Ocho segmentos
de moléculas de ARN de hebra sencilla (efectora negativa, o0 complementaria al ARNm) estan contenidos dentro de
la envoltura viral, en asociacién con NP y tres subunidades de la polimerasa viral (PB1, PB2, y PA), que en conjunto
forman un complejo de ribonucleoproteina (RNP) que participa en la replicacion y la transcripcion del ARN. Se
piensa que la proteina NS2, que ahora se sabe que existe en viriones (Richardson, J.C. et al., 1991; Yasuda, J. et
al., 1993), desempefia un papel en la exportacion de la RNP desde el nacleo (O'Neill, R.E. et al., 1998) a través de la
interaccion con la proteina M1 (Ward, A.C. et al., 1995). La proteina NS1, la Unica proteina no estructural del virus de
la influenza A, tiene multiples funciones, incluyendo la regulacion del corte y empalme y la exportacion nuclear de los
ARNmM celulares, asi como la estimulacion de la traduccion (Lamb, R. A. et al., 1996). Se cree que su funcion
principal es contrarrestar la actividad del interfer6n del anfitrién, ya que un virus con NS1 inactivada era viable a
pesar de que crecia con menos eficacia que el virus parental en las células no carentes de interferén (Garcia-Sastre,
A. et al., 1988).
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Los inmundgenos o antigenos de la influenza aviar Gtiles en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, HA,
NA, asi como M1, NS2, y NS1. Los inmunégenos o antigenos de la influenza aviar particularmente preferidos son
HA y NA. Los inmunégenos o antigenos de la influenza aviar pueden derivar de cualquier cepa conocida de IA,
incluyendo todas las cepas aviares de la influenza A, productos aislados clinicos, productos aislados de campo, y
recombinaciones de los mismos. Los ejemplos de tales cepas y subtipos incluyen, pero no se limitan a, H10N4,
H10N5, H10N7, H10N8, H10N9, H11N1, H11N13, H11N2, H11N4, H11N6, H11N8, H11N9, H12N1, H12N4, H12NS5,
H12N8, H13N2, H13N3, H13N6, H13N7, H14N5, H14N6, H15N8, H15N9, H16N3, HIN1, HIN2, HIN3, HING, H2N1,
H2N2, H2N3, H2N5, H2N7, H2N8, H2N9, H3N1, H3N2, H3N3, H3N4, H3N5, H3N6, H3N8, H4N1, H4N2, H4N3,
H4N4, H4N5, H4N6, H4N8, H4N9, H5N1, H5N2, H5N3, H5N7, H5N8, H5N9, H6N1, H6N2, H6N4, HEN5, HENG,
H6N7, HEN8, H6N9, H7N1, H7N2, H7N3, H7N5, H7N7, H7N8, H8N4, H8N5, HIN1, HON2, HON3, HIN5, HING,
HIN7, HON8, y HIN9. La invencion también se refiere al uso de inmundgenos o antigenos de la influenza aviar
mutados o alterados de otro modo que reflejan, entre otras cosas, la deriva antigénica y el cambio antigénico.

La antigenicidad de los virus de la influenza cambia gradualmente por medio de mutaciones puntuales (deriva
antigénica) o drasticamente por medio de recombinacién genética (cambio antigénico) (Murphy, B. R. et al., 1996).
Se piensa que la presiéon inmunoldgica en HA y NA dirige la deriva antigénica. EI cambio antigénico puede estar
causado por una transmision directa de virus de la influenza no humanos a los seres humanos o de la redistribucion
de los genes a partir de dos virus de influenza diferentes que han infectado una sola célula (Webster, R.G. et al.,
1982). Tedricamente, se pueden producir 256 combinaciones diferentes de ARN a partir del barajado de los ocho
segmentos genomicos diferentes del virus. La redistribucién genética estd bien documentada tanto in vitro como in
vivo en condiciones de laboratorio (Webster, R. G. et al., 1975). M&s importante aun, las infecciones mixtas se
producen con relativa frecuencia en la naturaleza y pueden conducir a una redistribucion genética, dando como
resultado nuevos productos aislados de campo, formas hibridas, o formas redistribuidas (Bean, WJ. et al., 1980;
Hinshaw, V.S. et al., 1980; Young, J.F., et al., 1979). La re-emergencia de un virus previamente circulante es otro
mecanismo por el cual se puede producir el cambio antigénico.

Por lo tanto, la invencion también se refiere al uso de inmundégenos o antigenos de la influenza aviar que han sido
sometidos a deriva antigénica o cambio antigénico, incluyendo productos aislados clinicos de la influenza aviar,
productos aislados de campo o del medio ambiente de la influenza aviar, formas hibridas, y formas redistribuidas de
la influenza aviar. Ademas, la invencion comprende el uso de méas de un inmunégeno o de antigeno de la influenza
aviar en los vectores y métodos descritos en la presente memoria, suministrados ya sea en vectores recombinantes
separados, ya sea juntos en un vector recombinante con el fin de proporcionar una vacuna de la influenza aviar
multivalente o una composicion inmunogénica que estimula 0 modula la respuesta inmunogénica a una 0 mas cepas
y/o hibridos de la influenza aviar.

Muchas especies de aves domésticas y salvajes estan infectadas con el virus de la influenza. Estas incluyen pollos,
pavos, patos, gallinas de guinea, gansos domésticos, codornices, faisanes, perdices, pajaros myna, paseriformes,
psitacidos, periquitos, gaviotas, aves costeras, aves marinas y emu (Easterday, B.C. et al., 1997; Webster, R.G. et
al., 1988). Algunas aves infectadas muestran sintomas de influenza, mientras que otras no lo hacen. Entre las
especies de aves domésticas, los pavos son los mas frecuentemente implicados en brotes de influenza; los pollos
también han estado implicados pero con menos frecuencia. Los virus de la influenza A aviar producen una gran
variedad de sindromes en las aves, que van desde infecciones respiratorias de las vias altas de asintomaticas a
leves o desde la pérdida de la produccion de huevos a enfermedad sistémica rapidamente fatal (Eckroade, RJ. et al.,
1987). La gravedad de la enfermedad depende de multiples factores, incluyendo la virulencia del virus, el estado
inmunitario y la dieta del anfitrion, las infecciones bacterianas concomitantes, y las tensiones impuestas en el
anfitrion. Dependiendo de su patogenicidad en pollos y pavos, los virus de la influenza A aviar se clasifican como
virulentos (capaces de causar una plaga en la volateria) o avirulentos (que causa una enfermedad leve o
asintomatica). Incluso cuando resultan altamente patégenos para una especie aviar, los virus de la influenza A
pueden no ser patdgenos para otra especie aviar (Alexander, DJ. et al., 1986). Por ejemplo, los patos son
tipicamente resistentes a los virus que son letales en los pollos. Como otro ejemplo, A/Turkey/Ireland/1378/85
(H5N8), que mata facilmente pollos y pavos, no causa sintomas de enfermedad en patos, a pesar de que puede ser
detectada en una variedad de érganos internos y en la sangre de aves infectadas (Kawaoka, Y. et al., 1987).

Los virus de la influenza son secretados desde el tracto intestinal en las heces de las aves infectadas (Kida, H., et
al.,, 1980; Webster, R. G. et al., 1978). Los modos de transmisidon pueden ser directos o indirectos; incluyendo el
contacto con aerosoles y otros materiales contaminados por el virus. Dado que las aves infectadas excretan grandes
cantidades de virus en sus heces, muchos elementos diferentes pueden ser contaminados (p. €j., alimento, agua,
equipo y jaulas) y contribuir a la difusién del virus. La transmisién por el agua puede proporcionar un mecanismo
para la perpetuacién afio a afio de los virus de la influenza aviar en los hébitats naturales de las aves acuéticas. Los
signos y sintomas tipicos manifestados por las aves comerciales, tales como la volateria infectada con virus de la
influenza aviar altamente patdgenos incluyen la disminucion de la produccién de huevos, signos respiratorios,
estertores, lagrimeo excesivo, sinusitis, cianosis en la piel sin plumas (especialmente las crestas y barbillas), edema
de la cabeza y cara, plumas erizadas, diarrea y trastornos del sistema nervioso.

El nimero de caracteristicas que presentan depende de la especie y la edad del ave, de la cepa del virus y de las
infecciones bacterianas concomitantes (Easterday, B.C. et al., 1997; Webster, R. G. et al., 1988). De vez en cuando,
un ave morird sin mostrar ningan signo de enfermedad (Alexander, DJ. et al., 1993; Wood, G. W., et al., 1994). Las
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lesiones macroscépicas e histolégicas en los pollos inoculados con virus altamente patdgenos son bastante
similares, pero muestran cierta variacion con la cepa (Alexander, DJ. et al., 1986; Mo, LP. et al., 1997; Swayne, D. E.
et al.,, 1997). Algunas de las diferencias entre los casos referidos pueden reflejar diferencias en las condiciones
experimentales, incluyendo la via de inoculacion, la raza y edad de los pollos, y la dosis de virus. La inflamacion del
endotelio microvascular, la congestion sistémica, las hemorragias multifocales, la infiltracion de células
mononucleares perivasculares, y la trombosis se observan cominmente en pollos infectados con virus altamente
virulentos. Tales virus replican de manera eficaz en el endotelio vascular y las células parenquimatosas
perivasculares, una propiedad que puede ser importante para la difusién viral y la infeccion sistémica (Kobayashi, Y.
et al., 1996; Suarez, D. L. et al., 1998). Los antigenos virales también se pueden encontrar en los miocitos cardiacos
necréticos ademas de las células de otros 6rganos con cambios necréticos e inflamatorios (Kobayashi, Y. et al.,
1996).

La presente descripcion también se refiere a métodos de expresiéon de uno o mas antigenos o inmunégenos en una
célula. Como etapa preliminar en el laboratorio, el antigeno o inmunégeno pueden ser reemplazados en cambio por
una secuencia de nucleétidos heter6loga que codifica proteinas y péptidos que incluyen aquellas proteinas
indicadoras codificantes (p. €j., una enzima). Las proteinas indicadoras son conocidas en la técnica e incluyen, pero
no se limitan a, los genes de la Proteina Verde Fluorescente, la B-galactosidasa, la B-glucuronidasa, la luciferasa, la
fosfatasa alcalina, y la cloranfenicol acetiltransferasa. Muchas de estas proteinas indicadoras y los métodos para su
deteccion se incluyen como una parte de muchos kits de diagnostico disponibles comercialmente. El antigeno o
inmunogeno de interés pueden codificar un acido nucleico antisentido, ARN de interferencia pequefios (ARNip), una
ribozima, u otros ARN no traducidos, tales como ARN "guia" (Gorman et al., 1998), y similares.

Los vectores recombinantes para su uso en la invencion también comprenden el uso de proteinas terapéuticas o
moléculas coadyuvantes que pueden modular la respuesta inmunitaria tras el suministro de vectores recombinantes
0 composiciones inmunogénicas. Tales proteinas terapéuticas o moléculas coadyuvantes pueden incluir, pero no se
limitan a, moléculas inmunomoduladoras tales como interleuquinas, interferon, y moléculas co-estimuladoras. Las
citoquinas aviares que son conocidas en la técnica por modular respuestas inmunitarias en un sujeto aviar son
interferon-a (IFN a) de pollo (Karaca, K. et al., 1998; Schijns, V.E. et al., 2000), interferon-y (IFN y) de pollo,
interleuquina-1p (ChIL-1B) de pollo (Karaca, K. et al., 1998), interleuquina-2 (ChlIL-2) de pollo (Hilton, L.S. et al.,
2002), y factor de crecimiento mielomonocitico (cMGF1) de pollo (York, JJ. et al., 1996; Djeraba, A. et al., 2002). Las
moléculas inmunomoduladoras pueden ser co-administradas con las composiciones inmunogénicas de la invencién,
0 alternativamente, el &cido nucleico de la molécula o las moléculas inmunomoduladoras puede ser co-expresado
junto con los inmun6genos o antigenos aviares en los vectores recombinantes para su uso en la invencion.

La expresion en el sujeto de la secuencia heter6loga, es decir, los inmundgenos de la influenza aviar, puede dar
como resultado una respuesta inmunitaria en el sujeto a los productos de expresion del antigeno o inmunégeno. Por
lo tanto, los vectores recombinantes de la presente descripcion se pueden utilizar en una composicion inmunoldgica
0 vacuna para proporcionar un medio para inducir una respuesta inmunitaria, que puede, pero no necesita ser,
protectora. Las técnicas de biologia molecular utilizadas en el contexto de la invencion son descritas por Sambrook
et al. (2001).

Incuso més alternativamente o adicionalmente, en las composiciones inmunogénicas o inmunoldgicas para el uso
incluido en la presente invencidn, la secuencia de nucledtidos que codifica los antigenos o inmundgenos puede tener
una delecion de la porcion que codifica un dominio transmembrana. Incluso mas alternativamente o adicionalmente,
la composicion de vector o inmunogénica puede contener y expresar ademas en una célula anfitriona, una secuencia
de nucledtidos que codifica una secuencia sefial tPA heterdloga tal como tPA humana o aviar y/o un intron
estabilizador, tal como el intron 11 del gen de la B-globina de conejo.

La presente descripcién también proporciona un método de suministro y/o administracion de una secuencia de
nucleétidos heterdloga a una célula in vitro o in vivo. De acuerdo con este método, una célula se infecta con un
vector de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la presente invencién (como se describe en
detalle en la presente memoria). La célula puede ser infectada con el vector de adenovirus por el proceso natural de
la transduccién viral. Alternativamente, el vector puede ser introducido en la célula por cualquier otro método
conocido en la técnica. Por ejemplo, la célula puede ponerse en contacto con un vector de adenovirus elegido como
diana (como se describe a continuacion) y absorberse por un mecanismo alternativo, p. ej., mediante endocitosis
mediada por receptor. Como otro ejemplo, el vector puede ser dirigido a una proteina de la superficie celular
internalizante utilizando un anticuerpo u otra proteina de union.

Se puede administrar un vector a un sujeto aviar en una cantidad para lograr las cantidades indicadas para las
composiciones de producto génico (p. €j., epitopo, antigeno, agente terapéutico, y/o anticuerpo). Por supuesto, la
invencién prevé dosis por debajo y por encima de las ilustradas en la presente memoria, y para cualquier
composicion que se vaya a administrar a un sujeto aviar, incluyendo los componentes de la misma, y para cualquier
método particular de administracion, se prefiere determinar: la toxicidad, por ejemplo mediante la determinacion de la
dosis letal (DL) y la DLsg en un modelo aviar adecuado; y, la dosificacion de la composicion o las composiciones, la
concentracion de los componentes en la misma y el momento de administracion de la composicion o las
composiciones, que provocan una respuesta adecuada, por ejemplo titulaciones de los sueros y andlisis de los
mismos, p. ej., mediante ELISA y/o andlisis de seroneutralizacion. Tales determinaciones no requieren
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experimentacién excesiva desde el conocimiento del experto en la técnica, de esta descripcion y de los documentos
citados en la presente memoria.

Los ejemplos de composiciones de la descripcién incluyen preparaciones liquidas para la administracion en orificios,
o en la mucosa, p. €j., oral, nasal, anal, vaginal, peroral, intragastrica, etc., tales como suspensiones, soluciones,
pulverizaciones, jarabes o elixires; y, preparaciones para la administracion parenteral, epicutanea, subcutanea (es
decir, a través del cuello inferior), intradérmica, intraperitoneal, intramuscular (es decir, a través de puncion en la
membrana del ala, la punta del ala, la musculatura pectoral y del muslo), intranasal, o intravenosa (p. €j.,
administracion inyectable) tales como suspensiones o emulsiones estériles. Se hace referencia a la Patente de los
Estados Unidos NUm. 6.716.823 presentada el 6 de abril de 2004; la Patente de los Estados Unidos Num. 6.706.693
presentada el 16 de marzo de 2004; la Patente de los Estados Unidos Num. 6.348.450 presentada el 19 de febrero
de 2002; Solicitudes de los Estados Unidos NUms. de Serie 10/052.323 y 10.116.963; y 10/346.021, que describen la
inmunizacién y el suministro de composiciones inmunogénicas o de vacuna a través de un modo no invasivo de
suministro, es decir, administracién epicutanea e intranasal. Otros métodos de administracién y suministro a aves
incluyen la administracion de los vectores recombinantes o composiciones inmunogénicas en el agua potable o el
alimento, en donde la dosis de la vacuna se puede seleccionar entre 10* y 10* por animal.

Para las inyecciones intramusculares, la administracion se puede producir a través del pecho (pectorales), la pata
(muslo superior/musculatura del flanco lateral), membrana del ala (patagio), bajo las alas (axila), y la punta del ala.
La longitud y el diametro (calibre) de la aguja utilizada debe ser tal que permita el suministro de la vacuna al centro
del musculo elegido.

Un método de administracion particularmente preferido es el suministro in ovo (Gildersleeve, R.P., 1993a;
Gildersleeve, R.P. et al.,, 1993b; Sharma, J.M., 1985; Sharma, J.M. et al., 1984). El suministro in ovo esta
emergiendo como un método prometedor para la inmunizacién en masa de aves ya que la administracién de una
dosis uniforme de vacunas por medio de un inyector robdtico ahorra tanto mano de obra como tiempo (Johnston et
al.,, 1997; Oshop et al., 2002). Hasta la fecha, mas de 80% de los pollos de engorde comerciales de los Estados
Unidos son tratados in ovo con un inyector mecanizado contra la enfermedad de Marek (Wakenell et al., 2002). Este
método también se utiliza cada vez mas para administrar las vacunas contra la bursitis infecciosa aviar (IBD) y la
enfermedad de Newcastle (ND). Las respuestas inmunitarias también se han originado en los pollos por medio de
suministro in ovo de vacunas de ADN (Kapczynski et al., 2003; Oshop et al., 2003) y una vacuna vectorizada de
alfavirus replicante (Schultz-Cherry et al., 2000). En comparacion con sus contrapartes de replicacion, el ADN, y los
vectores virales, las vacunas y las composiciones inmunogénicas in ovo son menos propensos a matar o dafar el
embrién y los vectores de Ad, en particular, tienen una tasa de cumplimiento méas alta debido a su incompetencia
para replicar in ovo.

Los sistemas, aparatos y dispositivos mecanizados, tales como los disponibles comercialmente como INOVOJECT®,
inyectan cuidadosamente compuestos, vacunas y composiciones inmunogénicas en voliumenes calibrados con
precision, sin causar un trauma en el embrion en desarrollo, lo que reduce la manipulacién del polluelo, mejorando
de la manejabilidad de la incubacion a través de la automatizacion, y reduciendo los costes de produccién en vivo.
INOVOJECT® y otros sistemas, dispositivos o aparatos mecanizados, funcionan haciendo bajar suavemente un
cabezal de inyeccidn sobre la parte superior del huevo y perforando con un punzén hueco de pequefio diametro una
pequefia abertura en la cdscara. Una aguja desciende a través de un tubo a una profundidad controlada (por lo
general 2,54 cm), se suministra un pequefio volumen, pre-determinado de la vacuna, composicién inmunogénica, o
compuesto al embrién, y luego se retira la aguja y se limpia con un lavado de esterilizacion. Los métodos de la
vacuna in ovo y de la administracién de genes se pueden encontrar en las Patentes de los Estados Unidos Nums.
4.458.630; RE 35973; 6.668.753; 6.601.534; 6.506.385; 6.395.961; 6.286.455; 6.244.214; 6.240.877; 6.032.612;
5.784.992; 5.699.751; 5.438.954; 5.339.766; 5.176.101; 5.136.979; 5.056.464; 4.903.635; 4.681.063; Solicitudes de
los Estados Unidos con los Num. de Serie 10/686.762, presentada el 16 de octubre de 2003; 10/216.427, presentada
el 9 agosto de 2002; 10/074/714, presentada el 13 de febrero de 2002; y 10/043,025, presentada el 9 de enero de
2002. En consecuencia, la descripcion contempla un dispositivo o aparato para el suministro o la administracion in
ovo de vectores recombinantes, vacunas o composiciones inmunogénicas descritas en la presente memoria. El
dispositivo o aparato pueden comprender opcionalmente los vectores de adenovirus humanos recombinantes o
composiciones inmunogénicas para su uso en la presente invencion, es decir, pueden ser pre-cargados con los
vectores o las composiciones inmunogénicas para la administracion in ovo en un ave.

La invencién también comprende la administracion secuencial de composiciones de la invencién o la realizacion
secuencial de los métodos de la presente memoria, p. €j., la administracion periédica de composiciones de la
invencion, tal como en el curso de la terapia o tratamiento para una afeccion y/o administracion de refuerzo de
composiciones inmunoldgicas y/o en regimenes de cebado-refuerzo; y, el tiempo y forma para las administraciones
secuenciales se pueden determinar sin experimentacion indebida. Adicionalmente, la descripcion comprende
composiciones y métodos para elaborar y utilizar vectores, incluidos los métodos para la produccion de productos
génicos y/o productos inmunoldgicos y/o anticuerpos in vivo y/o in vitro y/o ex vivo (p. €j., siendo los dos ultimos, por
ejemplo, después del aislamiento del mismo a partir de las células de un anfitrion al que se ha realizado una
administracion de acuerdo con la invencion, p. ej., después de la expansion opcional de tales células), y los usos de
tales genes y/o productos inmunolégicos y/o anticuerpos, incluyendo diagnosticos, andlisis, terapias, tratamientos, y
similares.
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Las composiciones de vectores se formulan mezclando el vector con un portador o diluyente adecuados; v, el
producto génico y/o el producto inmunolégico y/o las composiciones de anticuerpos se formulan igualmente
mezclando el gen y/o el productos inmunolégico y/o el anticuerpo con un portador o diluyente adecuados; véanse, p.
€., la Patente de los Estados Unidos NUum. 5.990.091, los documentos WO 99/60164, WO 98/00166, documentos
citados en los mismos, y otros documentos citados en la presente memoria, y otras ensefianzas de la presente
memoria (por ejemplo, con respecto a los portadores, diluyentes y similares).

En tales composiciones, los vectores recombinantes pueden estar mezclados con un portador, diluyente, o
excipiente aceptables adecuados desde el punto de vista veterinario o farmacéutico tal como agua estéril, solucion
salina fisiolégica, glucosa o similares. Las composiciones también se pueden liofilizar. Las composiciones pueden
contener sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes tamponadores del pH,
coadyuvantes, gelificantes o aditivos aumentadores de la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes,
colorantes y similares, dependiendo de la via de administracién y de la preparacién deseada.

Se ha sabido que el DMSO aumenta la potencia de las composiciones de vacuna e inmunogénicas, en particular en
lo que respecta al suministro in ovo de vectores 0 composiciones inmunogénicas que comprenden vectores. Se cree
que el DMSO aumenta la potencia de las vacunas mediante el aumento de la permeabilidad de las membranas
celulares (Oshop et al., 2003). Se pueden utilizar en la formulaciéon de vacunas o composiciones inmunogénicas
otros agentes o aditivos que son capaces de permeabilizar las células, reducir la viscosidad del liquido amnidtico, y
presentar una tasa de cumplimiento superior en comparacion con el DMSO, especialmente cuando se administran
mediante suministro in ovo. Se ha demostrado que la absorcidn de una variedad de proteinas, tales como la insulina,
la leptina, y la somatotropina, es mejorada por tensioactivos tales como tetradecil-maltésido (TDM) sin efectos
secundarios apreciables, después de la administracion intranasal (Arnold, et al., 2004). Por consiguiente, la presente
invencién comprende el uso de TDM en las composiciones para el uso descrito en la presente memoria.

Las formulaciones que contienen TDM al 0,125% pueden causar alteraciones moderadas en la morfologia celular,
mientras que las concentraciones mas altas de TDM (es decir, 0,5%) pueden inducir transitoriamente cambios
morfolégicos mas extensos. Se cree que el TDM mejora el suministro del vector en un entorno in ovo debido al moco
nasal viscoso en los mamiferos y al liquido amnidtico de los huevos embrionados de aves. El perfil de seguridad del
TDM como describen Arnold, et al., (2004) también es particularmente ventajoso para promover la salud de aves
inmunizadas y el cumplimiento para la introduccion en la cadena alimentaria.

La cantidad de vector que se va a administrar variara para el sujeto y la afeccién que se vaya a tratar y variara de
uNno O UNOS POCOS a unos pocos cientos o miles de microgramos de peso corporal por dia y preferiblemente la dosis
de vacuna o composicién inmunogénica elegida estara preferiblemente entre 10 - 10° unidades formadoras de
placas (UFP), preferiblemente de 10%10° UFP por ave. Para la inyeccion, las vacunas que contienen el titulo anterior
deben ser diluidas con un liquido farmacéuticamente o veterinariamente aceptable tal como solucién salina
fisiolégica hasta un volumen final de aproximadamente 0,1 ml o 0,01 ml en el caso de administracion a la membrana
del ala. Los vectores y métodos de la presente descripcion permiten la vacunacion in ovo y la vacunacion de
polluelos de 1 dia, asi como la vacunacién de polluelos de mayor edad y adultos.

Un vector puede ser administrado de manera no invasiva a un sujeto aviar en una cantidad para lograr las
cantidades indicadas para las composiciones de producto génico (p. €j., epitopo, antigeno, agente terapéutico, y/o
anticuerpo). Por supuesto, la invencion prevé dosis por debajo y por encima de las ilustradas en la presente
memoria, y para cualquier composicion que se vaya a administrar a un sujeto aviar, incluyendo los componentes de
la misma, y para cualquier método particular de administracion, se prefiere determinar: la toxicidad, por ejemplo
mediante la determinacion de la dosis letal (DL) y DLsg en un modelo aviar adecuado; vy, la dosificacion de la
composicion o las composiciones, la concentracion de los componentes en la misma y el momento de administracion
de la composicién o las composiciones, que provocan una respuesta adecuada, por ejemplo mediante titulaciones
de los sueros y analisis de los mismos, p. €j., mediante ELISA y/o andlisis de seroneutralizacion. Tales
determinaciones no requieren experimentacion excesiva a partir del conocimiento del experto en la técnica, de esta
descripcion y de los documentos citados en la presente memoria.

Los vectores recombinantes se pueden administrar en una cantidad adecuada para obtener la expresion in vivo
correspondiente a las dosis descritas en la presente memoria y/o en los documentos citados en la presente
memoria. Por ejemplo, los intervalos adecuados para las suspensiones virales se pueden determinar empiricamente.
Si se expresa mas de un producto génico en mas de un recombinante, cada recombinante puede ser administrado
en estas cantidades; o, cada recombinante puede ser administrado de tal manera que haya, en la combinacién, una
suma de recombinantes que comprenden estas cantidades.

En las composiciones de vectores o plasmidos para su uso y empleo en la invencion, las dosis pueden ser como se
describe en los documentos citados en la presente memoria o como se describe en la presente memoria 0 como en
los documentos referidos o citados en los documentos citados en la presente memoria. Ventajosamente, la dosis
debe ser una cantidad suficiente de plasmido para provocar una respuesta analoga a composiciones en donde el
antigeno o los antigenos estan presentes directamente; o para tener una expresion analoga a las dosis en dichas
composiciones; 0 para tener una expresion analoga a la expresion obtenida in vivo por las composiciones
recombinantes.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2620 789 T3

Sin embargo, la dosificacion de la composicién o las composiciones, la concentracién de los componentes de la
misma y el momento de administracién de la composicion o las composiciones, que provocan una respuesta
inmunolégica adecuada, se pueden determinar por métodos tales como mediante titulaciones de anticuerpos en
sueros, p. ej., mediante ELISA y/o analisis de ensayo de seroneutralizacion. Tales determinaciones no requieren
experimentacion excesiva desde el conocimiento del experto en la técnica, de esta descripcion y de los documentos
citados en la presente memoria. Y, el tiempo para las administraciones secuenciales se puede determinar
igualmente con métodos verificables a partir de esta descripciéon, y del conocimiento en la técnica, sin
experimentacién excesiva.

Las composiciones inmunogénicas o inmunoldgicas para su uso contemplado por la invencion también pueden
contener un coadyuvante. Los coadyuvantes adecuados incluyen fMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina; Patente
de los Estados Unidos NUm. 6.017.537) y/o polimero de acido acrilico o &cido metacrilico y/o un copolimero de
anhidrido maleico y de un derivado de alquenilo. Los polimeros de acido acrilico o acido metacrilico pueden ser
entrecruzados, p. €j., con poli(alqueniléteres) de azucares o de polialcoholes. Estos compuestos son conocidos bajo
el término "carbémero” (Pharmeuropa, vol. 8, No. 2, Junio de 1996). Una experto en la técnica también puede ser
remitido a la Patente de los Estados Unidos Num. 2.909.462, que comenta tales polimeros acrilicos entrecruzados
con un compuesto polihidroxilado que contiene al menos 3 grupos hidroxilo: en una realizaciéon, un compuesto
polihidroxilado contiene no mas de 8 grupos hidroxilo; en otra realizacion, los atomos de hidrégeno de al menos 3
hidroxilos se reemplazan por radicales alifaticos insaturados que contienen al menos 2 atomos de carbono; en otras
realizaciones, los radicales contienen de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 atomos de carbono, p. €j.,
vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados pueden contener a su vez otros
sustituyentes, tales como metilo. Los productos comercializados bajo el nombre Carbopol® (Noveon Inc., Ohio,
USA) son particularmente adecuados para su uso como coadyuvantes. Estan entrecruzados con una alilsacarosa o
con alilpentaeritritol, con respecto a ello, se hace mencién de los productos Carbopol® 974P, 934P, y 971P.

En cuanto a los copolimeros de anhidrido maleico y de derivado de alquenilo, se hace mencién de los productos
EMA® (Monsanto), que son copolimeros de anhidrido maleico y de etileno, que pueden ser lineales o entrecruzados,
por ejemplo entrecruzados con diviniléter. También, se puede hacer referencia a la Patente de los Estados Unidos
NUm. 6.713.068 and Regelson, W. et al., 1960).

Los lipidos cati6nicos que contienen una sal de amonio cuaternario descritos en la Patente de los Estados Unidos
NUum. 6.713.068 también se pueden utilizar en las composiciones para el uso en la presente invencion. Entre estos
lipidos cationicos, se da preferencia a DMRIE (N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-bis(tetradeciloxi)-1-propano-amonio;
documento W096/34109), ventajosamente asociado con un lipido neutro, ventajosamente DOPE (dioleoil-fosfatidil-
etanolamina; Behr J. P., 1994), para formar DMRIE-DOPE.

Una vacuna recombinante o composicién inmunogénica o inmunolégica también se pueden formular en forma de
una emulsion de aceite-en-agua. La emulsiéon de aceite-en-agua puede basarse, por ejemplo, en aceite de parafina
liquida ligera (tipo Farmacopea Europea); aceite de isoprenoides tales como escualeno, escualeno, EICOSANE™ o
tetratetracontano; aceite resultante de la oligomerizacion de uno o varios alquenos, p. ej., isobuteno o deceno;
ésteres de 4cidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, tales como aceites vegetales, oleato de etilo,
propilenglicol (dicaprilato/caprato), tri(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos
grasos o alcoholes ramificados, p. €j., ésteres de acido isoestearico. El aceite ventajosamente se usa combinado con
emulsionantes para formar la emulsién. Los emulsionantes pueden ser tensioactivos no idnicos, tales como ésteres
de sorbitdn, manidas (p. ej., oleato de manitol anhidro), glicerol, poliglicerol, propilenglicol, y acido oleico,
isoestearico, ricinoleico, o hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados, y copolimero de bloques de
polioxipropileno-polioxietileno, tales como los productos Pluronic®, p. ej., L121. El coadyuvante puede ser una
mezcla de uno o varios emulsionantes, agente formador de micelas, y aceite tal como el que esta disponible bajo el
nombre Provax® (IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA).

El adenovirus recombinante, o el vector adenoviral recombinante que expresa uno 0 mas antigenos o inmunégenos
de interés, p. €j., el vector de acuerdo con esta descripcion, se pueden preservar y/o conservar y almacenar ya sea
en forma liquida, a aproximadamente 5°C, ya sea en forma liofilizada o secada por congelacién, en presencia de un
estabilizador. El secado por congelacién puede ser de acuerdo con procedimientos de secado por congelacion
convencionales bien conocidos. Los estabilizadores farmacéuticamente aceptables pueden ser SPGA (sacarosa
fosfato glutamato albumina. Bovarnick, et al., 1950), carbohidratos (p. e€j., sorbitol, manitol, lactosa, sacarosa,
glucosa, dextrano, trehalosa), glutamato de sodio (Tsvetkov, T. et al., 1983; Israeli, E. et al., 1993), proteinas tales
como peptona, albimina o caseina, agentes que contienen proteinas tales como leche desnatada (Mills, CK. et al.,
1988; Wolff, E. et al., 1990), y tampones (p. €j., tampon fosfato, tampdn fosfato de metal alcalino). Se pueden utilizar
un coadyuvante y/o un vehiculo o excipiente para hacer solubles las preparaciones secadas por congelacion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Construccion de un vector de Ad que codifica la HA de A/Panama/2007/99

La cepa de virus de la influenza A/Panama/2007/99 (H3N2) (SEQ ID NO: 1, 2), seleccionada para la produccion de
vacunas en 2003-2004, fue proporcionada por los Centros para el Control de Enfermedades (CDC). El gen de la
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hemaglutinina (HA) se cloné mediante transcripcion inversa del ARN de influenza, seguido de la amplificacién del
gen de HA con reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes cebadores de la Tabla 1.

Tabla 1: Cebadores utilizados en la construccién de vectores de Ad

Cebador |Secuencia

5HA  |5-CACACAGGTACCGCCATGAAGACTATCATTGCTTTGAGC-
3' (SEQ ID NO: 9)

3'HA  |5-CACACAGGTACCTCAAATGCAAATGTTGCACC-3' (SEQ ID
NO: 10)

Estos cebadores contienen secuencias que se reasocian con los extremos 5y 3' del gen de la HA de
A/Panama/2007/99, asi como las secuencias correspondientes a un sitio de unién al ribosoma de eucariotas (Kozak,
1986) inmediatamente aguas arriba del codon ATG de inicio de HA y sitios Kpnl para la clonacion subsiguiente. Se
insertd el fragmento Kpnl que contenia el gen de la HA completo en el sitio Kpnl de pShuttle-CMV (He et al., 1998)
(proporcionado por T. He) en la orientacién correcta bajo el control transcripcional del promotor temprano de
citomegalovirus humano (CMV). Se generd un vector Ad5 defectuoso para E1/E3 que codificaba la HA de
A/Panama/2007/99 (AdPNM2007/99.H3) en células 293 humanas utilizando un sistema de recombinacion
simplificado como se ha descrito (Zeng et al., 2001).

El vector ADPNM2007/99.H3 se validé mediante la secuenciacion de ambas uniones 5'y 3' entre el inserto de HA'y
el vector. Se obtuvieron anticuerpos IH contra A/Panama/2007/99 en ratones después de la administracion intranasal
de AAPNM2007/99.H3.

Ejemplo 2. Inmunizacion de pollos por medio de inyeccion in ovo e intramuscular de un vector de Ad recombinante.

No se ha informado hasta ahora sobre la inmunizacion de pollos mediante la inoculacion de una vacuna vectorizada
de Ad humano. Puesto que Ad5 no se encuentra naturalmente en las aves, se creyo que este vector era incapaz de
infectar y/o replicar en células de pollo de manera eficaz. Sorprendentemente, se consiguieron titulos de IH en suero
de 512 en los 3 pollos dos semanas después de la inyeccion intramuscular de ADPNM2007/99.H3 (Figura 1).

Cuando se inyectaron vectores AAPNM2007/99.H3 en huevos de gallina embrionados de 9 dias de edad y 18 dias
de edad, se lograron titulos de IH en suero de 8 y 16 en la primera, y se lograron titulos de IH de <4, 4, y 8 en las
dos Ultimas semanas después de la eclosion. Los resultados sugieren que el vector de Ad5 humano defectuoso para
E1/E3 se puede utilizar como un portador de vacuna en las aves debido a su competencia para transducir y su
incapacidad para replicar en células de aves. Los titulos de IH relativamente bajos inducidos por la vacunacién in
ovo pueden ser atribuidos, entre otras cosas, a la dosis y la edad de los embriones. El vector de Ad5 puede haber
transducido parte del embrion de pollo a través de la unién de su fibra al receptor de coxsackievirus y adenovirus
(CAR) encontrado sobre la superficie de las células de pollo (Tan et al., 2001). Se puede provocar una respuesta
inmunitaria en pollos después de la transduccién de sélo un pequefio nimero de células, porque Ad es un vector
potente capaz de proteger el ADN del vector alterando los endosomas después de la internalizacion (Curiel, 1994).
Ademas, al menos uno de los componentes del Ad, la hexona, es altamente inmunogénico y confiere actividad
coadyuvante a los antigenos exdgenos (Molinier-Frenkel et al., 2002).

El vector APNM2007/99.H3 se inyect6 en el amnios de huevos de pollo embrionados de 9 dias de edad (Grupo 1) y
18 dias de edad (Grupo 2), respectivamente, en un volumen de 200 pl a una dosis de 5X10"° ufp por huevo. Hubo 6
huevos por grupo; sin embargo, solo 2 aves eclosionaron en el Grupo 1y 3 aves en el Grupo 2. Los titulos de IH en
suero se determinaron como se ha descrito (Van Kampen et al., 2005) 2 semanas después de la eclosion. En el
Grupo 3, el vector AAPNM2007/99.H3 se inyectd por via intramuscular en tres pollos de 4 semanas de edad, en un
volumen de 100 ul a una dosis de 2,5 x 10 ufp por animal. Los titulos de IH se determinaron dos semanas después
de la inmunizacion.

En el Grupo 1 (inmunizacién in ovo de embriones de 9 dias de edad), se lograron titulos de IH de 8 y 16; en el Grupo
2 (inmunizacion in ovo de los embriones de 18 dias de edad), se lograron titulos de IH de <4 (asignados
arbitrariamente a un titulo de 2), 4, y 8; y en el Grupo 3 (inmunizacion intramuscular de pollos de 4 semanas de
edad) se alcanzaron titulos de IH de 512 en las tres aves. La Figura 1 muestra los titulos de IH en la escala log,. Los
cuadrados corresponden a los titulos de IH en aves individuales en el Grupo 1; mientras que los triangulos
corresponden a los titulos de IH en aves individuales en el Grupo 2. Los circulos corresponden a los titulos de IH en
aves individuales en el Grupo 3.

Ejemplo 3. Construccién de un vector de Ad que codifica el gen de H de A/Turkey/Wisconsin/68 TAdTW68.H5)

El molde de ADN de H de A/Turkey/WI/68 (SEQ ID NO: 3, 4) que codifica la H de la cepa del virus de la IA, fue
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proporcionado por el USDA Southeast Poultry Research Laboratory, Athens GA, y se amplificé por PCR utilizando
los cebadores mostrados en la Tabla 2.

Tabla 2: Cebadores utilizados en la construccion de vectores de Ad

Cebador |Secuencia

5HA  |5'CACACAAAGCTTGCCGCCATGGAAAGAATAGTGATTGCS'
(SEQ ID NO: 10)

3 HA  |5'CACACAGGATCCATCTGAACTCACAATCCTAGATGCS'
(SEQ ID NO: 11)

Estos cebadores contienen secuencias que se reasocian con los extremos 5 y 3' del gen H de
AlTurkey/Wisconsin/68, un sitio de unién al ribosoma de eucariotas (Kozak, 1986) inmediatamente aguas arriba del
codon ATG de inicio de H, y los sitios de restriccion unicos para la clonacion subsiguiente. El fragmento que contenia
el gen H completo se inserté en el sitio Hindlll-BamHI del plasmido lanzadera p Ad Apt (proporcionado por Crucell,
Leiden, Paises Bajos) en la orientacion correcta bajo el control transcripcional del promotor temprano de
citomegalovirus humano (CMV). A continuacion se gener6 un vector de Ad defectuoso para E1/E3 libre de RCA que
codificaba el gen de H de A/Turkey/Wisconsin/68 (AdTW68.H5) en células PER.C6 humanas (proporcionadas por
Crucell) por medio de co-transfeccién de pAdApt-TW68.H5 con el plasmido de cadena principal de Ad5 pAdEasyl
(He et al., 1998) como se ha descrito (Shi et al., 2001). El vector AdTW68.H5 fue validado por la secuenciacion de
las uniones tanto 5' como 3' entre el inserto de H y la cadena principal del vector.

Se pueden producir vacunas de IA in ovo vectorizadas de Ad rapidamente y administrar en masa a poblaciones de
pollos en el contexto de un perfil de seguridad excelente en respuesta a una pandemia de |A emergente. La
produccion a gran escala de vectores de Ad5 libres de RCA en la linea celular PER.C6 bien caracterizada en
biorreactores de suspension libre de suero (Lewis, 2006), junto con la purificacién mediada por cromatografia (Konz,
2005) y tampones que no requieren congeladores para el almacenamiento a largo plazo (Evans, 2004) debe reducir
en gran medida los costes de produccion de vectores de Ad5. El uso de células cultivadas en lugar de huevos
embrionados como un sustrato para la produccion de vacunas contra la IA es importante, sobre todo durante un
brote de IA cuando los huevos fértiles pueden ser escasos. Esta vacuna contra la IA vectorizada de Ad5 esta en
consonancia con una estrategia DIVA porque el vector solamente codifica la HA del virus. Por lo tanto, el andlisis de
anticuerpos para IH en suero junto con la medicion de la nucleoproteina anti-lA por medio de andlisis de
inmunoabsorcioén ligado a enzimas permitiria la rapida determinacion de la exposicion a la vacuna contra IA o virus.

Aunque se puede desarrollar una vacuna contra IA en aerosol mediante la expresion de la HA a partir de un vector
de virus de la enfermedad de Newcastle (Swayne, 2003) o un virus de influenza redistribuido que contiene una
cadena principal de virus de influenza no patogénica (Lee, 2004), la vacuna contra IA in ovo vectorizada con Ad5
libre de RCA proporciona una plataforma Unica capaz de detener las infecciones por virus HPAI en aves
inmunizadas a través del suministro automatico de una dosis uniforme de la vacuna contra IA no replicante que sea
compatible con una estrategia DIVA. A diferencia de vectores recombinantes replicantes que estan asociados con el
riesgo de generar reversiones y permiten la propagacion de organismos modificados genéticamente en especies
tanto diana como no diana en el medio ambiente, los vectores de Ad5 libres de RCA no se propagaran en el campo.
En contraste con la vacuna de virus de IA redistribuidos que pueden generar mas redistribuciones no deseadas con
un virus de influenza salvaje circulante al mismo tiempo (Hilleman, 2002), no es posible que el genoma de ADN de
Ad5 experimente una redistribucion con el genoma de ARN segmentado de un virus de influenza.

Ejemplo 4. Inoculacién in ovo de ADTW68.H5

Se llevé a cabo la inoculaciéon in ovo como se ha descrito (Senne, 1998; Sharma et al., 1982). Antes de la
inoculacion todos los embriones se observaron al trasluz para determinar la viabilidad, y el sitio de inoculacién se
marco y se desinfectd con una solucion de alcohol etilico del 70% que contenia yodo al 3,5%. Se hizo un agujero en
la cascara con un taladro rotatorio equipado con una punta afilada. La inoculacién se realizé por la via amnios-
alantoidea mediante el uso de jeringas de 1 ml. Después de la inoculacién, el agujero fue sellado con parafina
derretida.

Ejemplo 5. Serologia después de la inoculacion de AdTW68.H5

La cepa A/Turkey/WI1/68 de IA se pasé a huevos de pollo embrionados SPF para lograr un titulo de 10 dosis
infecciosas de 50%/ml para embriones. Los fluidos amnioalantoicos se analizaron para determinar la actividad de
hemaglutinacion. Se determinaron los titulos de anticuerpos en muestras de suero individuales por inhibicion de la
hemaglutinacién utilizando 4 unidades de hemaglutinacién del virus de IA como se ha descrito (Swayne et al., 1998,
Thayer et al., 1998).
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Ejemplo 6. Muestreo y cuantificacién de los genomas de IA

Se suspendieron muestras orofaringeas de aves individuales en 1,0 ml de medio de infusién de cerebro corazén
(Difco, Detroit, Mich.) y se almacenaron a -70°C. El ARN se extrajo utilizando el kit RNeasy mini (Qiagen). La RT-
PCR cuantitativa en tiempo real se realizé con cebadores especificos para el ARN de la matriz del virus de influenza
de tipo A, como se ha descrito previamente (Spackman, 2002). El ARN viral se interpol6 a partir de los umbrales de
ciclo mediante el uso de las curvas convencionales generadas a partir de cantidades conocidas de ARN de
AJICk/Queretaro/14588-19/95 de control (10*° a 10°° DIEse/mL).

Ejemplo 7. Inmunizacién de pollos por inoculacién in ovo de AdTW68.H5 seguido de refuerzo después de la eclosion

La inmunizacion de pollos por inoculacion se completé mediante la administracion de 300 ul de AdTW68.H5 que
contenia 10™ particulas virales/ml (pv/ml) en huevos embrionados SPF los dias 10 o 18 de embrionacion. Los
polluelos eclosionados de cada grupo fueron divididos equitativamente en dos grupos: la mitad de los pollos fueron
revacunados a través de la via nasal con la misma dosis de AdTW68.H5 el dia 15 después de la eclosion, y los
pollos restantes no recibieron una aplicacién de refuerzo después de la eclosion.

Los titulos de anticuerpos de IH detectados en sueros obtenidos el dia 28 después de la eclosion de estos grupos de
aves se muestran en la Fig. 2. Los polluelos vacunados in ovo el dia 10 de embrionacion mostraron titulos de IH que
variaban entre 2 y 7 logz (media de 4,2); los pollos vacunados el dia 10 de embrionaciéon con la aplicacién de
refuerzo después de la eclosion mostraron titulos de IH que variaban entre 2 y 9 log, (media de 5,5); los polluelos
vacunados al dia 18 de embrionacion mostraron titulos que variaban entre 2 y 9 log, (media de 5,5); y los pollos
vacunados el dia 18 de embrionacion y reforzados a los 15 dias de la eclosion mostraron valores de IH entre 2y 8
log> (media de 5,7). En general, la administracion in ovo de esta vacuna de IA vectorizada de Ad humano indujo una
fuerte respuesta inmunitaria contra la IA en pollos, mientras que la instilacién intranasal de esta vacuna vectorizada a
pollos, como ha demostrado recientemente (Gao, 2006), es ineficaz.

Ejemplo 8. La inoculacion in ovo de AdTW68.H5 protege contra la sensibilizacion letal con la cepa de influenza aviar
altamente patogénica HPAI A/Ck/Queretaro/19/95 (H5N2 )

Se inmunizaron 19 embriones de pollo SPF por via in ovo el dia 18 de la incubacién con la misma dosis de
AdTW68.H5 que se describe en el Ejemplo 7. Los pollos eclosionados fueron identificados individualmente por una
banda en el ala. Un grupo de 12 pollos se reforz6 por via nasal el dia 15 después de la eclosion y los 7 pollos
restantes no fueron reforzados. Se obtuvieron muestras de sangre de cada ave con banda en el ala a los 23 y 29
dias de edad y se sometieron a ensayo mediante IH para anticuerpos contra la cepa de la influenza aviar
AlTurkey/Wisconsin/68. En general, los titulos de anticuerpos IH detectados en estas aves (Fig. 3) fueron similares a
los valores obtenidos en la prueba anterior (Fig. 2). La mayoria de las aves alcanz¢ titulos > 5 log,. Los polluelos
inoculados solamente in ovo alcanzaron titulos entre 5y 9 log. el dia 23 después de la eclosién (Figura 3). Esos
pollos mantuvieron o aumentaron sus titulos de anticuerpos alrededor del dia 29 después de la eclosion. La
vacunacion in ovo combinada con el refuerzo intranasal mostrd titulos de anticuerpos que variaban entre 3 y 9 log»
alrededor del dia 23 después de la eclosion (Figura 3). Del mismo modo que en el grupo anterior, la mayoria de los
polluelos habia aumentado sus titulos en escalones de 1 o 2 log; alrededor del dia 29 después de la eclosion.

La sensibilizacion se realiz6 en las instalaciones de bioseguridad de nivel 3+ por medio de inoculacién orofaringea
con 10° dosis infectivas de embrién (DIEso) de HPAI A/Ck/Queretaro/19/95 (HSN2) (Horimoto, 1995, Garcia, 1998).
El gen de H de esta cepa de sensibilizacion tiene una identidad de nucledtidos de 90,1% y una similitud de
aminoacidos deducida de 94,4% con la H de la cepa de IA A/Tk/WI/68 utilizada en la vacuna vectorizada de Ad
(Accesos GenBank U79448 y U79456) (SEQ ID NO: 5, 6, 7, 8).

Un total de 30 pollos, incluyendo 7 polluelos vacunados in ovo y 12 polluelos vacunados in ovo y, posteriormente,
reforzados por via intranasal el dia 15 después de la eclosién, asi como 11 controles no vacunados, fueron
sensibilizados el dia 34 después de la eclosion.

Las aves sensibilizadas se observaron diariamente para determinar la morbilidad y mortalidad durante todo el
periodo experimental de 14 dias. Los signos clinicos de IA, incluyendo hinchazén de las crestas y las barbillas,
conjuntivitis, anorexia e hipotermia, se observaron dos dias después de la sensibilizacion en 10 de 11 aves de
control. Dos dias mas tarde, la mayoria de los supervivientes en el grupo de control mostrdé necrosis de la cresta,
hinchazon de la barbilla, diarrea, deshidratacion, letargo y hemorragias subcutaneas de la cafia de la pata. No se
desarrollaron signos de la enfermedad en ninguna de las aves vacunadas. Todas las aves vacunadas con
AdTW68.H5 (19/19) (in ovo solamente e in ovo + refuerzo nasal) sobrevivieron a la sensibilizacion (Fig. 4).

Los genomas virales de A/Chicken/Querétaro/19/95 en aves sensibilizadas fueron determinados cuantitativamente
mediante reaccion en cadena de la polimerasa-transcriptasa inversa en tiempo real (RT-PCR) en hisopos
orofaringeos recopilados los dias 2, 4, y 7 después de la sensibilizacion. Hubo una diferencia significativa (PO.05) en
la concentracion de genomas virales de IA entre los pollos vacunados y no vacunados 7 dias después de la
sensibilizacion (Fig. 5). La ausencia de ARN viral detectable en las aves inmunizadas proporciona evidencia de que
la vacunacion in ovo logré una respuesta inmunitaria capaz de controlar la propagacién del virus de la IA en el plazo
de una semana.
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Estos resultados muestran en conjunto que los pollos inmunizados in ovo con vectores de Ad humanos libres de
RCA que codifican genes de H de diferentes virus de la influenza (origen humano y aviar) desarrollaban titulos de
anticuerpos de IH contra el virus de IA homologo, y eran protegidos frente a la sensibilizacién letal con una cepa de
virus de IA altamente patogénica del mismo tipo de H.

Ejemplo 9. La inoculacién in ovo de AdTW68.H5 protege contra la sensibilizacion letal con la cepa de la influenza
aviar altamente patogénica A/Swan/Mongolia/244L/2005 (H5N1)

Para determinar si la vacuna de IA vectorizada con AdTW68.H5 puede conferir proteccién contra una cepa del virus
HPAI H5N1 IAAP reciente, se vacunaron 31 pollos in ovo con el vector AdTW68.H5 a una dosis de 2X108 ifu. Los
grupos de control incluyeron 10 pollos vacunados con un vector de Ad5 (AdCMV-tetC) que codificaba un antigeno
irrelevante (fragmento C de la toxina del tétanos) (Shi et al., 2001) y 10 pollos que no fueron expuestos a vectores de
Ad5.

El D31, los pollos de control e inmunizados fueron sensibilizados con el virus de la IA H5N1 aviar
A/Swan/Mongolia/244L/2005 (la HA de esta cepa de sensibilizacién tiene una similitud de la secuencia de
aminoéacidos de HA deducida de 89% con la HA de la cepa A/Turkey/Wisconsin/68). Como se muestra en la Fig. 6,
la inmunizacion in ovo indujo anticuerpos dentro de un intervalo de 1 y 6 log, el D25. Ninguna de las aves no
vacunadas (10/10) e inmunizadas con AdCMV-tetC (10/10) produjo anticuerpos IH medibles y todas murieron a
causa de la IA en el plazo de 9 dias después de la sensibilizacion, mientras que 68% (21/31) de las aves vacunadas
con AdTW68.H5 sobrevivieron sin signos clinicos 10 dias después de la sensibilizacion (Fig. 7). Notablemente, 7
aves en el grupo inmunizado con titulos de IH de > 3 log (Fig. 6) murieron por este virus de 1A H5N1 altamente letal.
Es probable que la tasa de supervivencia contra este virus de 1A H5N1 se pueda mejorar mediante vacunacion in
ovo con un vector de Ad5 que codifique una HA con una antigenicidad mas préxima.

Estos resultados demuestran que los pollos inmunizados in ovo con un vector de Ad5 humano libre de RCA que
codifica HA H5 aviar podria provocar inmunidad protectora contra los virus HPAI. Habiendo descrito de este modo en
detalle las realizaciones preferidas de la presente invencion, se debe entender que la invencion definida por las
reivindicaciones adjuntas no debe ser limitada por los detalles particulares expuestos en la descripcion anterior ya
gue son posibles muchas variaciones evidentes de la misma sin apartarse del espiritu o alcance de la misma.
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<210>1
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<212> DNA
<213> Virus de la gripe A

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1701)

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1). (1701)

<223> Virus de la gripe A/Panama/2007/1999(H3N2) gen de la hemaglutinina (HA) Banco de genes DQ508865

<400> 1

48

96

144

192

atg aag act atc att

Met Lys Thr Ile Ile
1 5

cza aaa ctt ccc gga

Gln Lys Leu Pro Gly
20

cac cat gca gtg tca

His His Ala val Ser
35

caa att gaa gtg act

Gln Ile Glu Val Thr
50

ggt aga ata tgc gac

Gly Arg Ile Cys Asp
65

gct

Ala

aat

Asn

aac

Asn

aat

Agn

agt

Ser
70

ttg

Leu

gac

Asp

gga

Gly

gct

Ala
55

cet

Pro

age

Ser

adl

Asn

acg

Thr
40

act

Thr

cac

His

tac

VY

agce

Ser
25

cta

Leu

gay

Glu

caa

Gln

34

att

Ile
10

acg

Thr

gtg
Val
ctg
Leu

ata

Ile

tta

Leu

gca

Ala

daa

Lys

gtt

Val

ctt

Leu
75

tgt

Cys

acyg

Thr

aca

Thr

cag

Gln
60

gat

ASP

ctg gtt

Leu Val

ctg tge

Leu Cys
30

atc acg

Ile Thr
45

agt tcc

S5er Ser

gga gaa

Gly Glu

ttc

Phe
15

ctg

Leu

aat

Asn

tca

Ser

aac

Asn

geck

Ala

ggd

Gly

gac

AsD

aca

Thir

tgc

Cys
80
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aca cta ata gat gect cta ttg gga gac cct cat tgt gat gge ttc caa

288
Thr Leu Ile Asp Ala Leu Leu Gly Asp Pro His Cys Asp Gly Phe Gln
85 20 95
aat aag gaa tgg gac ctt ttt gtt gaa cge agc aaa gec tac age aac
336
Asn Lys Glu Trp Asp Leu Phe val Glu Arg Ser Lys Ala Tyr Ser Asn
100 105 110
tgt tac cct tat gat gtg cog gat tat gee tec ctt agg teca cta gtt
384
Cys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Agp Tyr Ala Ser Leu Arg Ser Leu Val
115 120 125
gce tea tec gge aca ctg gag ttt aac aat gaa agc ttc aat tgg act
432
Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Asn Asn Glu Ser Phe Asn Trp Thr
130 135 140
gga gtc gct cag aat gga aca age tcet get tge azaa agg aga tet aat
480
Gly Val ala Gln Asn Gly Thr Ser Ser Ala Cys Lys Arg Arg Ser Asn
145 150 155 160
aaa agt tte bttt agt aga ttg aat tgg ttg cac caa tta aaa tac aaa
528
Lys Ser Phe Phe Ser Arg Lieu Asn Trp Leu His Gln Leu Lys Tvyvr Lys
165 170 175
tat cca gca ctg aac gtg act atg cca aac aat gaa aaa ttt gac aaa
576
Tyr Pro Ala Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn Glu Lys Phe Asp Lys
180 185 190
ttg tac att tgg ggg gtt cac cac ccg agt acg gac agt gac caa atc
624
Leu Tyr Ile Trp Gly Val His His Pro Ser Thr Asp Ser Asp Gln Ile
125 200 205
age ata tat get caa gca tca ggg aga gtc aca gte tet acce azaa aga
672
Ser Ile Tyr Ala Gln Ala Ser Gly Arg Val Thr vVal Ser Thr Lys Arg
210 215 220
agce caa caa act gkta atc ccg aat atc gga tect agt cec tgg gta agy
720
Ser Gln Gln Thr Val Ile Pro Asn Ile Gly Ser Ser Pro Trp Val Arg
225 230 235 240
ggt gtc tec agc aga ata age atc tat tgg aca ata gta aaa cog gga
768
Gly Val Ser Ser Arg Ile Ser Ile Tyr Trp Thr Ile Val Lys Pro Gly
245 250 255
gac ata ctt ttg att aac agc aca ggg aat cta att get cct cgg ggt
8lé6

Asp Ile Leu Leu Ile Asn Ser Thr Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Gly
260 265 270
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864

912

960

1008

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

tac

Tyr

ccc

Pro

ccc

Pro
305

tgt

Cys

cgg

Arg

ggt

Gly

ttc

Phe

agc

Sexr
385

atc

Ile

gaa

Glu

aaa

Lys

aac

Asn

gaa

tte

Phe

att

Ile
290

aat

Asn

ccc

Pro

aat

Agn

tte

Phe

agy

Arg
370

act

Thr

gag

Glu

gta

val

ata

Ile

caa

Gln
450

aga

Lys
275

ggc

Gly

gac

AsSD

aga

Arg

gta

Val

ata

Ile
355

add

Lys

gaa

Glu

gat

Asp
435

cat

His

aca

ata

Ile

add

Lys

aaa

Lys

tat

Tyr

cca

Pro
340

gaa

Glu

caa

Gln

acyg

Thr

gg9g

Gly
420

Leu

aca

Thr

aag

cga

Arg

tgc

Cys

cca

Pro

gtt

val
325

gag

Glu

aat

AsSn

aat

Asn

gca

2la

aac

Asn
405

aga

Axrg

tog

Trp

att

TIle

aaqg

agt

Ser

aat

Asn

Lttt

Fhe
310

aag

Lys

aaa

Lys

ggt

Gly

tct

Ser

atc

Ile
390

gag

Glu

att

Ile

tag

Ser

gat

Asp

Caa
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ggg

Gly

tct

Ser
295

caa

Gln

caa

Gln

cda

Gln

tgg

Trp

gag

Glu
375

aac

Asn

cag

Gln

tac

Tvr

cta

L.eu
455

ctyg

aaa

Lys
280

gaa

Glu

aat

Asn

aac

Asn

act

Thr

gayg

Glu
360

gec

Gly

caa

Gln

ttc

Plre

gac

AsD

Asn
440

act

Thr

agyg

age tca

Ser Ser

tge atc

Cys Tle

gta aac

Val Asn

act ctg

Thr Leu
330

aga ggce

Arg Gly
345

gga atg

Gly Met

aca gga

Thr Gly

atc aac

Ile Asn

cat caa

dis Gln
410

cte gag

Leu Glu
425

gcg gag

ala Glu

gac tca

Asp Ser

gaa aat

36

ata

Ile

act

Thr

agyg

Arg
315

aaa

Lys

ata

Tle

gty

val

caa

Gln

ggdg

Gly
385

att

Ile

ctt

Leu

gaa

Glu

gct

atg

Met

cca

Pro
300

ate

Ile

ttg

Leu

tte

Phe

gac

Asp

gca

Ala
380

aza

Liys

ctt

Leu

atg

Met
460

gag

agg

Arg
285

aat

Asn

aca

Thr

gca

Ala

gge

Gly

ggt

Gly
365

gca

Ala

ctyg

Leu

aaa

Lys

gkt

Val

gt

Val
445

aac

Asn

gat

tca

Ser

gga

Gly

tat

Tyr

aca

Thr

gca

Ala
350

tgg

Tre

gat

Asp

aat

Asn

gaa

Glu

gag

Glu
430

gcc

Ala

adaa

Lys

atg

gat

AsSD

agc

Ser

gdg

Gly

g99

Gly
335

atc

Ile

tac

Tvr

ctt

Leu

agy

Arg

tte

Phe
415

gac

AsSp

ctg

Leu

ctg

Leu

gca

Ala

att

Ile

gcc

Ala
320

atg

Met

gcg

Ala

ggt

Gly

aad

Lys

tta

Leu
400

tca

Ser

act

Thr

gayg

Glu

ttt

Pre

aat



10

Glu Arg Thr Lys

465

ggt tgt ttc aaa
1488

Gly Cys Phe Lvys

atc aga aat gga
1536

Ile Arg Asn Gly

500

aac aac cgg ttce
1584

Asn Asn Arg Phe

515

gat tgg atc cta
1632

Asp Trp Ile Leu

530

gtt gtt ttg ctg
1680

val val Leu Leu

545

agg tgce aac att
1701

Arg Cys Asn Ile
<210>2
<211> 566
<212> PRT
<213> Virus de la gripe A
<400> 2
Met Lyeg Thr Ile Ile
1 5

Gln Lys Leu Pro Gly
20

His His Ala Val Ser
35

Gln Ile Glu Val Thr
50

Gly Arg Ile Cys Asp
65

Thr Leu Ile asp Ala

Lys

ata

Ile
485

act

Thr

cag

Gln

tag

Trp

ggq

Gly

tgc

Cys

565

Ala

Agn

Asn

Asn

Ser

70

Leu

Gln
470

tac

Tvr

tat

Tyr

atc

Ile

att

Ile

tte

Phe
550

att

Ile

Leu

Asp

Gly

Ala

55

Pro

Leu
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Leu

cac

His

gac

AsSp

aaa

Lys

tecc

Ser
535

atc

Ile

tga

Ser

Asn

Thr

40

Thr

His

Gly

Arg

aaa

Lys

cat

His

ggt

Gly
520

ttt

Phe

atg

Met

Tyr

Ser

25

Leu

Glu

Gln

Asp

Glu

tgt

Cys

gat

Asp
505

gtt

val

gcc

Ala

tgg

Trp

Ile

10

Thr

Val

Leu

Ile

Pro

37

Asn

gac

Asp
490

gta

Val

gag

Glu

ata

Ile

gce

Ala

Leu

Ala

Lys

val

Leu

75

His

Ala Glu
475

aat gcc

Asn Ala

tac aga

Tyr Arg

ckg aag

Leu Lys

tca tgce

Ser Cys
540

tge caa

Cvg Gln
555

Cys Leu

Thr Leu

Thr Ile

45

Gln Ser

60

Asp Gly

Cys Asp

Asp

tgc

Cys

gac

AsSD

tca

Ser
525

Lttt

Phe

aaa

Lys

Val

Cys

30

Thr

Ser

Glu

Gly

Met

ata

Ile

gaa

Glu
510

gga

Gly

ttg

Leu

ggc

Gly

Phe

15

Leu

Asn

Ser

Asn

Phe

Gly

999

Gly
495

gca

Ala

tac

Tvyr

ctt

Leu

aac

Asn

Asn
480

tca

Ser

tta

Leu

aaa

Lvs

tgt

Cvs

att

Ile
560

Ala

Gly

Asp

Thr

Cys

80

Gln



Asn

Cys

Ala

Gly

145

Lys

Leu

Ser

Ser

225

Gly

ASp

Ty

Pro

Pro

305

Cys

Lys

Tyr

Ser

130

val

Ser

Pro

Ty

Ile

210

Gln

Val

Ile

Phe

Ile

290

Asn

Pro

Glu

Pro

115

Ser

Ala

Phe

Ala

Ile

19&

Tyr

Gln

Ser

Lieu

Lys

275

Gly

Asp

Arg

Trp

100

Tvy

Gly

Gln

Phe

Leu

180

Trp

Ala

Thr

Ser

Leu

260

Ile

Lys

Lys

vr

85

Asp

Asp

Thr

Asn

Ser

165

Asn

Gly

Gln

val

Arg

245

Ile

Arg

Cys

’ro

Val
325

Leu

val

Leu

Gly

150

Arg

val

Val

Ala

Ile

230

Ile

Asn

Ser

Asn

FPhe

310

Lys

Phe

Pro

Glu

135

Thr

Leu

Thr

His

Ser

215

Pro

Ser

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Gln
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val

Asp

120

Dhe

Ser

Asn

Met

His

200

Gly

Agsn

Ile

Thr

Lys

280

Glu

Asn

Asn

Gla

105

Tvr

Asn

Ser

Trp

Pro

185

Pro

Arg

1le

Tyr

Gly

265

Ser

Cys

vVal

Thr

90

Arg

Ala

Asn

Ala

Leu

170

Asn

Ser

val

Glv

Trp

250

Asn

Ser

Tle

Asn

Leu
330

Ser

Ser

Glu

Cys

155

His

Asn

Thr

Thr

Ser

235

Thi

Leu

Ile

Thr

Arg

315

Lys

38

Lys

Leu

Ser

140

Lvs

Gln

Glu

Asp

val

220

Ser

Ile

Ile

Met

Pro

300

ITle

Leu

Ala

Arg

125

The

Arg

Leu

Lys

Ser

205

Ser

Pro

val

Ala

Arg

285

Asn

Thr

Ala

Tyr

110

Ser

Asn

Arg

Lys

Phe

190

Thr

Trp

Lys

Pro

270

Ser

Gly

Tyr

Thr

9%

Ser

Leu

Trp

Ser

Tyr

175

Asp

Gln

Lvs

val

Fro

255

Arg

Asp

Ser

Gly

Gly
334

Asn

val

Thr

Asn

i60

Lys

Lys

Ile

Arg

Arg

240

Gly

Gly

Ala

Ile

Ala

320

Met



Arg Agsn Val

Gly Phe Ile
355

Phe Arg His
370

Ser Thr Gln
385

Tle Glu Lys
Glu val Glu

Lys Ile Asp
435

Asn Gln His
450

Glu Arg Thr
465

Gly Cys Phe
Ile Arg Asn

Asn Asn Arg
515

Asp Trp Ile
530

Val Val Leu
545

Arg Cys Asn

<210> 3
<211> 1647
<212> DNA

Pro

340

Glu

Gln

Ala

Thr

Gly

420

Leu

Thr

Lys

Lys

Gly

500

Phe

Leuy

Leu

Ile

Glu

Asn

AsSn

Ala

Asn

405

Arg

Try

Ile

Lys

ITle

485

Thr

Gln

Trp

Gly

Cys
565

<213> Virus de la gripe A

Lys

Gly

Ser

Tle

380

Glu

Ile

Ser

Asp

Gln

470

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Phe

550

Ile

Gln

Trp

Glu

375

Asn

Lys

Gln

VY

Leu

455

Leu

His

Asp

Lys

Ser

535

Ile
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Thr

Glu

360

Gly

Gln

Phe

Asp

Asn

440

Thr

Arg

Lys

His

Gly

520

Phe

Met

Arg

345

Gly

Thr

Ile

His

Leu

425

ala

Asp

Glu

Cys

Asp

505

val

Ala

Trp

Gly

Met

Gly

Asn

Gln

410

Glu

Glu

Ser

Asn

Asp

490

Val

Glu

Ile

Ala

Ile

Val

Gln

Gly

385

Ile

Lys

Leu

Glu

Ala

475

Asn

Tyx

Lieu

Ser

Cys
555

39

Phe

Asp

Ala

380

Lys

Glu

Tvr

Leu

Met

460

Glu

Ala

Arg

Lys

Cys

540

Gln

Gly

Gly

365

Ala

Leu

Lys

Val

Val

445

Asn

Asp

Cys

Asp

Ser

525

Phe

Lys

Ala

350

Trp

Asp

Asn

Glu

Glu

430

Ala

Lys

Met

Tle

Glu

510

Gly

Lieu

Gly

Ile

Tyxr

Leu

Arg

Phe

415

Asp

Leu

Leu

Gly

Gly

495

Ala

Tyr

Leu

Asn

Ala

Gly

Liys

Leu

400

Ser

Thr

Glu

Phe

Asn

480

Ser

Leu

Lys

Cvs

Ile
560
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1647)

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1)..(1647)

<223> Secuencia de nucle6tidos de HA del virus de la gripe A/pavo/Wisconsin/68 Banco de genes:; U79456.1

<400> 3

gac caa atc tge ate gght tat cat gca aac aat tca aca aaa caa gtt
48

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Lys Gln Val

1 5 10 15

gac aca atc atg gag aag aat gtg acg gtc aca cat gct caa gat ata
96

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val Thr Val Thr Hisz Ala Gln 2sp Ile

20 25 30

ctg gaa aaa gag cac aac ggg aaa ctc tge agt ctc aaa gga gtg agg
144

Leu Glu Lys Glu Hisg Asn Gly Lys Leu Cys Ser Leu Lys Gly Val Arg

15 40 - 45

cce ckbe att ¢tg aag gat tCogc agt gtg gct gga tgg cott ctt ggg aac
192

Pro Leu Ile Leu Lys Asp Cys Ser Val Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn

50 55 60

cca atg tgt gat gag ttc cta aat gta ccg gaa tgg tca tat att gta
240

Pro Met Cys Asp Glu Phe Leu Asn Val Pro Glu Trp Ser Tyr Ile Val

55 70 75 80

gag aag gac aat cca acc aat ggc tta tgt tat ccg gga gac ttc aat
288

Glu Lys Asp Asn Pro Thr Asn Gly Leu Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Asn

85 S0 95

gat tat gama gaa ctg aag tat tta atg agc aac aca aac cat ttt gag
336

Asp Tyr Glu Glu Leu Lys Tyr Leu Met Ser Asn Thr Asn His Phe Glu

100 105 110

aaa att caa ata atc cct agg aac tct tgg tece aat cat gat gce tceca
384

Lys Ile Gln Ile Ile Pro Arg Asn Ser Trp Ser Asn His Asp Ala Ser

115 120 125

tca gga gtg agc tca geca tge cca tac aat ggt agg tct tece ttt tte

432

Ser Gly Val Ser Ser Ala Cys Pro Tyr Asn Gly Arg Ser Ser Phe Phe
130 135 140

40



agg agt gty gtg

480

Arg Ser Val val

145

aag agg acc tac
528

Lyvs Arg Thr Tyr

gga atc cat cac
576

Gly Ile Hig His

180

aac tcg aac act
624

Asn Ser Asn Thr

195

tca att cca gaa
672

Ser Ile Pro Glu

210

aga ata gaa ttt
720

Arg Ile Glu Phe

225

ttt gaa aght aat
768

Phe Glu Ser Asgsn

gtt aama aag gga
816

Val Lys Lys Gly

260

aac tgt gat ace
864

Asn Cys Asp Thr

275

atg cct ttt cac
912

Met Pro Phe His

290

tat gtc aaa tca
960

Tyvr Val Lys Ser

305

cct cag aga gaa
1008

Pro Gln Arg Glu

tgg

Trp

aat

Asn
165

cect

Pro

tat

Tyt

ata

Ile

ttc

Phe

ggg

Gly
245

gat

Asp

aaa

Lys

aat

AsT

gat

ASD

aca

Thxr
325

ttg

Leu
150

aac

Asn

aat

Asn

gtg

Val

gct

Ala

tgg

Trp
230

aac

Asn

tca

Ser

tgt

Cys

gtt

Val

aae

Lys
310

aga

Arg
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atc

Tle

acc

Thr

gat

Asp

tct

Ser

acc

Thr
215

aca

Thr

ttt

Phe

gca

Ala

cag

Gln

cat

His
285

ctyg

Leu

ggt

Gly

aag

Lys

aat

Asn

gca

Ala

gta

Val
200

agyg

Arg

ata

Ile

ata

Ile

atc

Ile

acc

Thr
280

cccC

Pro

gto

Vel

ctg

Leu

aag

Lys

gta

Val

gcyg

Alz
185

gga

Gly

cco

Pro

cta

Leu

gct

Ala

atg

Met
265

cca

Pro

ctt

Leu

ettt

Lieu

tti

Phe

41

agt

Ser

gag

Glu
170

gaa

Glu

aca

Thr

daa

Lys

agg

Arg

cct

Pro
250

aga

Arg

gtyg

Val

acce

Thr

gca

ala

gga.

Gly
330

aat

Asn
155

gac

Asp

caa

Gln

tca

Ser

gty

Val

ccy

Pro
235

gaa

Glu

agc

Ser

ggt

Gly

att

Iie

aca

Thr
315

gca

Ala

gta

Val

ctt

Leu

acyg

Thr

aca

Thr

aat

Asn
220

aac

Asn

tat

Tvr

gaa

Glu

gct

ala

gga

Gly
300

gga

Gly

ata

Ile

tac

Tyr

ctg

Leu

gaa

Glu

cta

Leu
205

gga

Gly

gat

Asp

gca

Ala

ctg

Leu

ata

Ile
285

gad

Glu

ctyg

Leu

gca

Ala

cCa

Pro

ata

Ile

cte

Leu
190

aat

Asn

caa

Gln

gca

Ala

tac

Tyx

gag

Glu
270

aat

Asn

tgt

Cys

agy

AYyg

gga

Gly

aca

Thr

ttg

Leau
175

tat

Tyr

cag

Gln

agt

Ser

atc

Ile

aag

Lys
255

tat

Tyr

tece

Ser

CcCccC

Pro

aac

AsSN

tte

Fhe
335

ata

Ile
160

tog

Trp

cag

Gln

adyg

Arg

gga

Gly

agc

Ser
240

ata

Ile

ggc

Gly

agt

Ser

aaa

Lys

gty

val
320

ata

Ile



1056

1l04

1182

1248

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

gaa

Glu

Ser

daa

Lys

atg

Met
385

agyg

Arg

gkta

Val

act

Thr

Arg

gag

Glu
465

gag

Glu

cta

Leu

gta

ggg

Gly

aac

Asn

gca

Ala
370

aac

Asn

aga

ATc

tag

Trp

ctg

Leu

cte

Leu
450

Ltc

Fhe

acyg

Thr

gaa

Glu

tea

Ser

gct

ggyg

Gly

gag

Glu
355

atc

Ile

act

Thr

ata

Ile

act

Thr

gat

Asp
435

cag

Gln

tce

Ser

tat

Tyr

ata

Ile

att

Ile
515

ggt

tag

Trp
340

cag

Gln

gac

ASD

caa

Gln

gaa

Glu

tac

Tvr
420

ttc

Phe

cty

Leu

cac

His

gac

AsSp

gat

AsD
500

tac

TYyr

ctyg

caa

Gln

gga

Gly

ggg

Gly

tte

Phe

aat

Asn
405

aat

Asn

cat

Hig

aga

Arg

agqa

Lys

tat

Tyr
485

gga

Gly

teca

Sexr

tet

gga

Gly

agt

Ser

atce

Tle

gaa

Glu
390

ttg

Leu

gca

Ala

gat

Asp

gat

Asp

tgt

Cys
470

cca

Pro

gtc

val

aca

Thr

Lttt
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atg

Mebk

gga

Gly

agcc

Thr
375

gec

Ala

aat

AsSn

gaa

Glu

tca

Ser

aat

Asn
455

gac

Asp

caa

Gln

aaa

Lys

gtg

Val

tgg

gta

Val

tat

Tyxr
360

aat

Asn

gtt

val

aag

Lys

ctt

Leu

tat

Tyr
440

Jgca

Ala

aat

AsSn

tac

Tyx

ttg

Leu

gcg

Ala
520

atg

gat gga

Asp Gly
345

gct gea

Ala Ala

aaa gtc

Lys Val

ggg aaa

Gly Lys

aaa atg

Lys Met
410

ctg gtg

Leu Val
425

gtc aag

Val Lys

aasa gasa

Lys Glu

gaa Lgc

Glu Cys

tca gaa

Ser Glu
490

gag teca

Glu Sexr
505

aglt tcc

Ser Ser

tge tee

42

tgg

Trp

gac

Asp

aac

Asn

gaa

Glu
385

gaa

Glu

cte

Leu

aac

Asn

ttg

Leu

atg

Met
475

gaa

Glu

atg

Met

cta

Leu

aat

tat

Tyr

asa

Lys

tca

Ser
380

tte

Phe

gat

ASD

atg

Met

cta

Leu

ggc

Gly
460

gaa

Glu

tca

Ser

ggc

Gly

goa

Ala

gga

ggt

Gly

gag

Glu
365

atc

Ile

aac

Asn

gga

Gly

gaa

Glu

tac

Tvr
445

aat

Asn

agt

Ser

agd

Arag

acc

Thr

ctg

Leu
525

teca

tac

Tyr
350

too &

Ser

att

Ile

aac

Asn

ttt

Phe

aat

Asn
430

gat

Asp

gdJg

Gly

gtg

val

ctg

Leu

tat

Tvr
510

gca

Ala

ttg

cat

Hig

gac

Asp

tta

Leu

cta

Leu
415

gaa

Glu

aagq

Lys

tgt

Cys

aga

Arg

aac

Asn
495

cag

Gln

atc

Ile

Ccaa

cat

His

- cag

Gln

aaa

Lys

gaa

Glu
400

gat

ASh

aga

Arg

gtc

Val

ttg

Leu

adac

AsSn
480

aga

Arg

ata

Ile

atg

Met

tgo
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Val Ala Gly Leu Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln Cys
530 535 540

aga att tge ate tag
1647

Arg Ile Cys Tle

545

<210>4

<211>548

<212> PRT

<213> Virus de la gripe A

<400> 4

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Lys Gln val
1 5 10 15

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ala Gln Asp Ile
20 25 30

Leu Glu Lys Glu His Asn Gly Livg Leut Cys Ser Leu Lys Gly Val Arg
35 40 45

Pro Leu Ile Leu Lys Asp Cys Ser Val Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn
50 55 60

Pro Met Cys Asp Glu Phe Leu Asn Val Pro Glu Trp Ser Tyr Ile Val
65 70 75 80

Glu Lys Asp Asn Pro Thr Asn Gly Leu Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Asn
85 20 95

Agp Tyr Glu Glu Leu Lys Tyr Leu Met Ser Asn Thr Asn His Phe Glu
100 105 110

Lys TIle Gln Ile Ile Pro Arg Asn Ser Trp Sexr Asn His Asp Ala Ser
115 120 125

Ser Gly val Ser Ser Ala Cys Pro Tyr Asn Gly Arg Ser Ser Phe Phe
130 135 140

Arg Ser Val Val Trp Leu Ile Lys Lys Ser Asn Val Tyr Pro Thr Ile
145 150 155 160

Lys Arg Thr Tyr Asn Asn Thr Asn Val Glu Asp Leu Leu Ile Leu Trp
165 170 175

Gly Ile His His Pro Asn Asp Ala Ala Glu Gln Thr Glu Leu Tyr Gln
180 185 190

43



Asn

Ser

Arg

225

Fhe

val

Asn

Met

Tyr

3056

Pro

Glu

Ser

Lys

Met

385

Arg

val

Ser Asn
195

Ile Pro
210

Ile Glu

Glu Ser

Lys Lys

Cvs Asp

275

Pro Phe
290

Val Lys

Gln Arg

Gly Gly

Asn Glu

355

ala Tle

370

Asn Thr

Arg Ile

Trp Thr

Thr

Glu

Phe

Asn

Gly

260

Thr

His

Ser

Glu

TYp

340

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr
420

Tyr

Ila

Phe

Gly

245

Asp

Liys

Asn

Asp

Thr

325

Gln

Gly

Gly

Phe

Asn

405

Asn

val

Ala

Trp

230

Asn

Ser

Cys

Val

Liys

310

Arg

Gly

Ser

Ile

Glu

390

Leu

Ala

Sexr

Thy

215

Thr

Phe

Ala

Gln

His

295

Lieu

Gly

Meat

Gly

Thr

375

Ala

Asn

Glu
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val

200

Arg

Ile

Ile

Ile

Thr

280

Pro

val

Leu

val

Tyr

360

Agn

Val

Lys

Leu

Gly

Pro

Leu

ala

Met

265

Pro

Leu

Leu

Phe

Asp

345

Ala

Lvs

Gly

Lys

Leu
425

Thr

Lys

Arg

Pro

250

Arg

Val

Thr

Ala

Gly

330

Gly

Ala

Val

Lys

Met

410

val

Ser

val

Pro

235

Glu

Ser

Gly

Ile

Thr

315

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

395

Glu

Leu

44

Thr

Asn

220

Asn

Tyx

Glu

Ala

Gly

300

Gly

Ile

YT

Lys

Ser

380

Phe

Asp

Metl

Leu

205

Gly

Asp

Ala

Leu

Ile

285

Glu

Leu

Ala

Gly

Glu

365

Ile

Asn

Gly

Glu

Asn

Gln

Ala

Tyr

Glu

270

Asn

Cys

Arg

Gly

Ty

350

Ser

Tle

Asn

Phe

Asn
430

Gln

Ser

Ile

Lys

255

Tyr

Ser

Pro

Asn

Phe

335

His

Thr

Agp

Leu

Leu

415

Glu

Arg

Gly

Ser

240

Ile

Gly

Ser

Lys

Val

320

Ile

Hisg

Gln

Lys

Glu

400

Asp

Arg
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Thr Lieu Asp Phe His Asp Ser Tyr Val Lys Asn Leu Tyr Asp Lys Val
435 440 445

Arg Leu Gln Leu Arg Asp Asn Ala Lys Glu Leu Gly Asn Gly Cys Leu
450 455 460

Glu Phe Ser His Lvs Cys Asp Asn Glu Cys Met Glu Ser Val Arg Asn
465 470 475 480

Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Gln Tyr Ser Glu Glu Ser Arg Leu Asn Arg
485 490 495

Glu Glu Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Thr Tyr Gin TIle
500 505 510

Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala Leu Ala Ile Met
515 520 525

Val Ala Gly Leu Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln Cys
530 535 540

Arg Tle Cys Ile
545

<210>5

<211> 1659

<212> DNA

<213> Virus de la gripe A

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1659)

<220>

<221> caracteristica miscelanea

<222> (1).. (1659)

<223> Virus de la gripe A (A/gallina/Querétaro/7653-20/95(H5N2)) n® de entrada en el banco de genes U79448

<400> 5

gac caa atc tge att ggt tat cat gca aac aat tca aca aaa Cag gtt
48

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Lys Gln Val

1 5 10 15

gac aca atc atg gag aag asat gtg acg gtc aca cat get cag gac ata
96

ZAsp Thr Ile Met Glu Lys aAsn Val Thr Val Thr His 2la Gln Asp Ile

20 25 30

¢ty gaa aaa gaa cac aat gga aga ctc tge agt ctt aaa gga gtg aag

144

45



152

240

336

384

432

480

528

576

624

672

720

Leu

ccc

Pro

gaa

Glu

gat

Asp

aqaa

Tys

tca

Ser

agyg

Arg
145

aag

Lys

gga

Gly

aac

Asn

tca

Ser

agg

Arg
225

Glu

cte

Lien
50

atg

Met

aag

Iyys

tat

Ty

att

Ile

gga

Gly
130

aat

att

Ile

ccg

Pro

atc

Ile
210

atg

Met

Lys
35

att

Ile

tgt

Cys

gac

Asp

gaa

Glu

cag

Gln
115

gtg

Val

gta

Val

aCcc

Thr

aac

Asn
195

cca

Pro

gaa

Glu

Glu

ctg

Leu

gat

Asp

zat

Asn

gaa

Glu
100

agce

Ser

gty

val

tac

Tyx

cac

His
180

act

Thr

gaa

Glu

ttt

Phe

aag

Lys

gaa

Glu

cca

Pro
85

ctg

Leu

Lttt

Phe

tct

Ser

togg

Trp

cat

His
1656

tac

TyT

ata

Ile

ttt

Phe

Asn

gat

Agp

tte

Phe
70

gcc

ala

aag

Lys

cct

Pro

gca

Ala

ctg

Leu
150

aac

Asn

aat

Asn

gtg

val

gcc

Ala

tgg

Trp
230

Gly

tgc

Cys
55

cty

Leu

aat

Asn

cat

His

agy

Arg

tgc

Cys
135

atc

Ile

act

Thr

gat

AsSp

tca

Ser

aCcC

Thr
215

aca

Thr
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Ary
a0

agt

Sar

aat

Asn

ggc

Gly

tta

Leu

age

Ser
120

cca

Pro

aag

Lys

aat

Asn

gca

Ala

gtg

val
200

aga

Arg

aka

Tle

Leu

gta

vVal

gta

Val

ctyg

Leu

atg

Met
105

tet

Ser

tac

Tvr

aag

gta

Val

gclk

Ala
185

ccc

Pro

cta

Leu

Cys

gct

Ala

[aals)

Pro

tgt

Cys
90

agc

Ser

tgyg

Trp

aat

Asn

aat

Asn

gaa

Glu
170

gaa

Glu

aca

Thr

aag

Lys

agg

Arg

46

Ser

gga

Gly

tat

Tyr

agce

Ser

toe

Ser

aat

Asn
155

gac

Asp

cay

Gln

teca

Ser

gtg

val

ceg

Pro
235

Len

plele)

Trp
60

tgg

Trp

Pra

aca

Thr

aac

Asn

agd

Arg
140

gtg

Val

ctt

Lau

ate

Ile

aca

Thr

aac

Asn
220

aac

Agn

Lys
45

cktt

Leu

teca

Ser

gga

Gly

aac

Asn

cat

His
125

tet

Sar

tac

Tyr

tta

Leu

aaa

Iys

ttg

Leu
205

gga

Gly

gac

Rsp

Gly

ctt

Leu

tat

Tyr

aac

Asn

cat

His
110

gat

Asp

tee

Ser

coga

Arg

ata

Ile

ctc

Leu
190

aat

Agn

cag

Gln

Eca

Ser

Val

gga

Gly

att

Ile

tte

Phe
95

ttt

Phe

gco

Ala

Lttt

Phe

aca

Thr

tta

Leu
175

Tvr

caa

Gln

agt

Ser

ate

Ile

Lys

aat

Asn

gty

Val
80

Jgayg

Glu

tte

Phe

ata

1le
160

tagg

Trp

: cag

Gln

agg

Arg

gga

Gly

aac

Asn
240



768

816

864

912

260

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

ttt

Phe

att

Ile

aac

Asn

atg

Met

tat

TyY
305

[slele

Pro

goc

Ala

gga

Gly

gaa

Glu

atc

Ile
385

aac

Asn

ggc

Gly

gag

Glu

aaa

Lys

tgt

Cys

cct

Pro
290

gktc

Val

caa

Gin

gga

Gly

tat

Tvyr

tct

Ser
370

att

Ile

aac

Asn

Ett

Phe

agt

Ser

aaa

Lys

gat

Asp
275

ttt

Phe

aaa

Lys

aga

Arg

tte

Phe

cat

His
355

aca

Thr

gac

cta

Leu

ata

Ile

act

Thr

gga

Gly
260

acc

Thr

cac

His

tecg

Ser

aaa

Lys

ata

Ile
340

cat
His

cag

Gln

aaa

Lys

gaa

Glu

gat

Asp
420

ggg

Gly
245

gat

Asp

aaa

Lys

aat

Asn

aaa

Lys

aga

Arg
325

gaa

Glu

agc

Jer

aaa

Lys

atg

Met

agy

Arg
405

gta

val

aac

Asn

teca

Ser

Lot

Cys

gte

val

aoa

Lys
310

aca

Lys

gga

Gly

aat

Asn

gca

Ala

aac

Asn
390

aga

Arg

tog

Trp
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ttt

Phe

geoa

Ala

cag

Gln

cat

His
295

cta

Leu

aga

Arg

gga

Gly

gag

Glu

atc

Ile
375

act

Thr

ata

Ile

act

Thr

ata

Ile

atc

Ile

acc

Thr
280

cct

Pro

gtt

Val

aaa

Lys

tgg

Trp

cag

Gln
360

gat

Asp

caa

Gln

gaa

Glu

tac

Tyr

gect

Ala

atg

Met
265

cca

Pro

Tttt

Phe

ctt

Leu

aca

Thr

caa

Gln
345

gga

Gly

jefeje)

Gly

ttc

Phe

aat

Asn

aat

Asn
425

47

cct

Pro
250

aaa

Liys

geg

Ala

act

Thr

gca

Ala

aga

Arg
330

gga

Gly

agt

Ser

atc

Ile

gaa

Glu

ttg

Leu
410

geg

Als

gaa

Glu

agt

Ser

ggt

Gly

att

Ile

aca

Thr
315

ggc

Gly

atg

Met

gga

Gly

act

Thr

gcoc

Ala
395

aat

Asn

gaa

Glu

tat

Tyr

gaa

Glu

gect

Ala

ggy

Gly
300

ggg

Gly

cta

Leu

gtg

val

tat

Ty

zat

Agn
380

gtt

val

aag

Lys

ctt

Leu

gca

Ala

ctg

Leu

ata

Ile
285

gag

Glu

cta

Leu

ttt

Phe

gat

ASp

ggt

Gly
365

aaa

Lys

ggg

Gly

aaad

Lys

ata

Leu

tac

Tyr

aat

Asn
270

aat

Asn

tge

Cys

aga

Aryg

gga

Gly

gga

Gly
350

gaa

Glu

gtc

val

aaa

Lys

atg

Met

gtg

val
430

aag

Lys
255

tat

TYr

tce

Ser

cce

Pro

aac

Asn

gca

Ala
335

tgg

Trp

gac

ASp

aac

Asn

gaa

Glu

gaa

Glu
415

ate

Leu

ctt

Leu

ggt

Gly

agg

Arg

aag

Lys

gta

val
320

ata

Ile

tat

Tyr

aac

Asn

Lca

Ser

tte

Phe
400

gat

AsSp

atg

Met



10

gaa aac gaa
1344

Glu Asn Glu

435

tac gat agg
1392

Tyr Asp Arg

450

aat ggo tgce
1440

Asn Gly Cys

465

agt gtg aga
1488

Ser Val Arg

aga ctg aac
1536

Arg Leu Asn

aclt tat cag
1584

Thr Tyr Gln

516

ctg gea atc
1632 .

Leu Ala Ile

530

tca tta cag
1659

Ser Lieu Gln

545
<210>6
<211> 552
<212> PRT

aga

Arg

gte

Val

Tttt

Phe

aat

Asn

agy

Arg
500

ata

Ile

atg

Met

tgc

Cys

<213> Virus de la gripe A

<400> 6
Asp Gln Ile Cys
1

Asp Thr Ile Met
20

Leu Glu Lys Glu
35

Pro Lieu Ile Leu
50

Ile

5

Glu

His

Lys

act

Thr

cga

Arg

gaa

Glu

gga

Gly
435

gag

Glu

ctt

Lieu

gta

val

aga

Arg

Gly

Lys

Asn

Asp

ctg

Leu

cte

Leu

ttc

Phe
4'70

acg

Thr

gaa

Glu

tca

Ser

get

Ala

att

Ile

550

Tyr

Asn

Gly

Cys
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gat

Asp

cag

Gln
455

tac

Tyr

tat

Tyr

ata

Ile

ate

Ile

ggt

Gly
535

tgc

Cvys

His

Val

Arg

40

Ser

ctc

Leu
440

ctyg

Leu

cac

His

gac

Asp

gac

Asp

tat

Ty
520

cta

Leu

atc

Ile

Ala

Thr

25

Leu

Val

cat

His

aga

Arg

aag

Lys

tat

Tvr

gga

Gly
505

tca

Ser

tect

Ser

tag

Asn Asn Ser

10

Val Thr His

Cys Ser Leu

Ala Gly Trp

48

gat

ASp

gac

Asp

tgt

Cys

cca

Pro
490

gte

val

aca

Thr

Lttt

Phe

tea

Ser

aat

Asn

gac

Asgp
475

caa

Gln

aaéa

Lys

gta

Val

tgg

Trp

60

aat

Asn

gee

Ala
460

aat

Asn

tac

Tyr

tta

Leu

gcg

Ala

atg

Met
540

Ala

45

Thy

LysS

Leu

gtc

Val
445

aaa

Lys

gaa

Glu

tca

Ser

gaa

Glu

agt

Ser
525

tgt

Cys

30

aag

Lys

gaa

Glu

tgc

Cys

gaa

Glu

tca

Ser
510

tecc

Ser

tce

Ser

15

agaa

Lys

tta

Leu

atg

Met

gaa

Glu
495

atg

Met

cta

Leu

aat

Asn

tta

Leu

ggc

Gly

gaa

Glu
480

teca

Ser

ggg

Gly

gca

Ala

gge

Gly

Lys Gln val

Gln Asp Ile

Gly Val Lys

Leu Gly Asn



Pro

65

Glu

Asp

Lys

Ser

Arg

145

Lys

Gly

Asn

Ser

Arg

225

Phe

Tle

Asn

Met

Met

Lys

Cys

Asp

Glu

Asp Asn Pro

Tyr Glu Glu

Ile

Gly

130

Asn

Arg

Ile

Pro

Ile

210

Met

Glu

Lys

Cys

Pro
290

Gln

115

Val

Val

Thr

Hig

Asn

195

Pro

Glu

Ser

Lys

Asp

275

Phe

100

Ile

Ser

Val

Tyr

His

180

Thr

Glu

Phe

Thr

Gly

260

Thx

His

85

Leu

Phe

Ser

Trp

His

165

Pro

TYTY

Ile

Phe

Gly

245

Asp

Lys

Asn

Phe

70

Ala

Lys

Pro

Ala

Leu

150

Asn

Asn

Val

Ala

Trp

230

Asn

Ser

Cys

val

Len

Asn

Hig

Arg

Cys

135

Ile

Thr

Asp

Ser

Thr

215

Thr

Phe

Ala

Gln

His
285
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Asn

Gly

Len

Ser

120

Pro

Lys

Asn

Ala

val

200

Arg

Tle

Ile

Ile

Thr

280

Pro

Val

Leu

Met

105

Ser

Tyr

Lys

Val

Ala

185

Gly

Pro

Leu

Ala

Met

265

Pro

Phe

Pro

Cys

90

Ser

Trp

Asn

Asn

Glu

170

Glu

Thr

Liys

Arg

Pro

250

Lys

Ala

Thr

Glu

75

Tyr

Ser

Ser

Gly

Asn

155

ASD

Gln

Sexr

Val

Pro

235

Glu

Ser

Gly

Ile

49

Trp

Pro

Thr

Asn

Arg

140

val

Leu

Ile

Thr

Asn

220

Asn

Tyr

Glu

Ala

Gly
300

Ser

Gly

Asn

His

125

Ser

Tyr

Leu

Lys

Leu

205

Gly

AsSp

ala

Leu

Ile

285

Glu

Tvyr

Asn

Hisg

110

Asp

Ser

Arg

Tle

Leu

190

Asn

Gln

Ser

Tyr

Asn

270

Asn

Cys

Ile

Phe

95

Phe

aAla

Phe

Thr

Leu
175

Tyr

Gln

Ser

Ile

Lvs

255

Tvr

Ser

Pro

Val

80

Asn

Glu

Ser

Phe

Ile

160

Trp

Gln

Arg

Gly

Asn

240

Leu

Gly

Arg

Lys



Tyr

305

Pro

Ala

Gly

Glu

Ile

385

Asn

Gly

Glu

Tvr

Asn

465

Ser

Arg

Thr

Leu

Ser
545

Val

Gln

Gly

TYY

Ser

370

Ile

Asn

Phe

AsSn

AsSp

450

Gly

val

Leu

Tyr

Ala

530

Leu

<210>7
<211> 1647

Lvs

Arg

Phe

His

355

Thr

Asp

Leu

Giu

435

Arg

Cys

Arg

Asn

Gln

515

Ile

Gln

Ser

LyS

Ile

340

His

Gln

Lys

Glu

Asp

420

Arg

Val

Phe

Agsn

Arg

500

Ile

Met

Cys

Lys

Arg

325

Glu

Ser

Irvs

Met

Arg

405

Val

Thr

Arg

Glu

Cly

485

Glu

Leu

val

Arg

Lys

310

Lyvs

Gly

Asn

Ala

Asn

390

Arg

Trp

Leu

Leu

Phe

470

Thr

Glu

Ser

Ala

Tle
550

Leu

Arg

Gly

Glu

Ile

375

Thr

Ile

Thr

Asp

Gln

455

Ty

Tvr

Ile

Ile

Gly

535

Cys

Vval

Lys

Trp

Gln

360

Asp

Gln

Glu

Tyr

Leu

440

Leu

His

AsSp

Asp

Tyr

520

Leu

Ile
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Leu

Thr

Gln

345

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn

425

His

Arg

Lys

Tyr

Gly

505

Ser

Ser

Ala

Arg

330

Gly

Ser

Ile

Glu

Leu

410

2la

Asp

Asp

Cys

Pro

420

val

Thr

Phe

Thr

315

Gly

Met

Gly

Thr

aAla

395

Asn

Glu

Ser

Asn

Asp

475

Gln

Lys

val

Trp

50

Gly

Leu

Val

Tyr

Asn

380

Val

Lys

Leu

Asn

Ala

460

Asn

Tyr

Leu

Met
540

Leu

Phe

Asp

Gly

365

Lys

Gly

Lys

Leu

val

445

Lys

Giu

Ser

Glu

Ser

525

Cys

Arg

Gly

Gly

350

Glu

Val

Lys

Met

Val

430

Lys

Glu

Cys

Glu

Ser

510

Ser

Ser

Asn

Ala

335

Trp

Asp

Asn

Glu

Glu

415

Leu

Lys

Leu

Met

Glu

495

Met

Leu

Asn

Val

320

Ile

Tyr

Asn

Ser

Phe

400

Asp

Met

heu

Gly

Glu

480

Ser

Gly

Ala

Gly
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<212> DNA

<213> Virus de la gripe A

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1647)

<220>

<221> caracteristica miscelanea
<222> (1).. (1647)
<223> Virus de la gripe A (A/pavo/Wisconsin/68(H5N9)) n° de entrada en el banco de genes U79456

<400> 7

48

96

144

192

240

288

336

384

432

gac

Asp
1

gac

Asp

ctyg

Leu

ccce

Pro

cCa

Pro
65

gag

Glu

gat

Asp

daaa

Lys

tca

caa

Gln

aca,

Thr

gaa

Glu

ctc

Leu
50

atg

Met

aag

Liys

tat

Tyr

att

Ile

gga

ate

Ile

atc

Tle

aga

Lys

att

Ile

tgt

Cys

gac

Asp

gaa

Glu

caa

Gln
115

gtg

tge

Cys

atg

Met
20

gag

Glu

ctg

Leu

gat

Asp

aat

Asn

gaa

Glu
100

ata

Ile

age

atc

Ile
5

gag

Glu

cac

Hisg

aag

Lys

gag

Glu

cCa

Pro
85

aty

Leu

atc

Ile

tca

ggt

Gly

aag

Lys

aac

Asn

gat

Asp

ttc

Phe
70

acce

Thr

aag

Lys

cct

Pro

gca

ES 2620 789 T3

tat

Tyr

aat

Asn

ggd

Gly

tgce

Cys
55

cta

Leu

aat

Asn

tat

Tyr

agg

Arg

tgc

cat

His

gty

Val

aada

Lys

agt

Ser

aat

Asn

ggc

Gly

tta

Leu

aac

Asn
120

cca

gca

Ala

acg

Thr
25

cta

Leu

gtg

vVal

gta

Val

tta

Leu

atg

Met
105

tct

Ser

tac

51

agqac

Asn
10

gte

Val

tga

Cys

gct

Ala

coy

Pro

tgt

Cys
S0

agc

Ser

tgg

Trp

aat

aat

Asn

aca

Thr

agt.

Ser

gga

Gly

gaa

Glu
75

tat

Tyr

aac

Asn

tece

Ser

ggt

tca

Ser

cat

His

ate

Leu

tgg

Trp
60

tgy

Trp

ccg

Pro

aca

Thr

aat

Asn

agyg

aca

Thr

gct

Ala

aaa

Lys
45

ctt

Leu

teca

Ser

gga

Gly

aac

Asn

cat

His
125

tct

aaa

Lys

caa

Gln
30

gga

Gly

ctt

Leu

tat

Tyr

gac

Asp

cat

His
110

gat

Asp

tceo

caa

Gln
15

gat

Asp

gtg

Val

ggg

Gly

att

Tle

ttc

Phe
g5

ttt

Phe

gcco

Ala

ttt

gtt

Val

ata

Ile

agg

Arg

aac

Asn

gta

Val
80

aat

Asn

gag

Glu

tca

Ser

tte



480

528

578

624

672

120

816

864

212

360

1008

Ser

agg

Arg
145

aay

Lys

gga

Gly

aac

Asn

tca

Sexr

aga

Arg
225

Lttt

Phe

gtt

val

aac

Asn

atg

Met

tat

t'vr
305

cct

Pro

Gly
130

agr

Ser

agg

Arg

atc

Ile

teg

Ser

att

Ile
210

ata

Ile

gaa

Glu

aasa

Lys

tgt

Cys

cct

Pro
290

gtc

Val

cag

Gln

val

gtg

Val

acec

Thr

cat

His

aac

Asn
195

cca

Pro

Jgaa

Glu

agt

Ser

aag

Lys

gat

Asp
275

| vived

Phe

daa

Lys

aga

AYg

Ser

gty

Val

tac

Tvr

cac

His
180

act

Thr

gaa

Glu

ttt

Phe

aat

Asn

gga

Gly
260

acc

Thr

cac

His

tca

Ser !

gaa

Glu

Ser

tgg

Trp

aat

AsSn
165

act

Pro

tat

Tyr

ata

Ile

ttc

Phe

g4g9

Gly
245

gat

AsD

aaa

Lys

aat

AsSn

gat

aca

Thr
325

Ala

ttg

Leu
150

aac

Asn

aat

Asn

gtg

Val

get

Ala

tgy

Trp
230

aac

Asn

tca

Ser

tgt

Cys

gtt

val

ada

Lys
310

aga

Arg
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Cys
135

ate

Ile

acgce

Thr

gat

Asp

tct

Ser

acc

Thr
215

aca

Thr

LEt

Phe

gca

Ala

cag

Gin

cat

His
295

ctg

Leu

ggt

Gly

Pro

aag

Lys

aat

Asn

goa

Ala

gta

val
200

agg

Arg

ata

Jle

ata

Ile

atc

Ile

acc

Thr F

280
cce

Pro

gte

Val

ctg

Leu

Tyr

aag

Lys

gta

Val

gcd

Ala
185

gga

Gly

cce

Pro

cta

Leu

gct

Ala

atg

Met
265

cca

ctt

Leu

ctt

Leu

ol ot ol

Phe

52

Asn

agt

Ser

gag

Glu
170

gaa

Glu

agca

Thr

aaa

Lys

agyg

Arg

cclt

Fro
250

aga

Arg

ace

Thr

gca

Alz

Gly

aat

Asn
155

gad

Agp

caa

Gln

tca

Ser

gty

Val

ccy

Pro
235

gaa

Glu

agc

Ser

ggt

Gly

att

Ile

aca

Ihr
315

gca

Ala

Arg
140

gta

vVal

ctt

Lieu

acy

Thr

aca

Thr

aat

Agn
220

aac

Asn

tat

iV

[eg=12]

Glu

gct

Ala

gga

Gly
300

gga

Gly

ata

Ile

Ser

tac

Tvr

oty

Leu

gaa

Gla

cta

Leua
205

gga

Gly

gat

ctg

Leu

ata

Tle
285

gag

Glu

ctg

Leu

gca

Ala

Ser

cca

Pro

ata

Ile

cte

Leu
198

aat

Asn

caa

Gln

gca

Ala

gag

Glu
270

aat

Asn

tgt

Cys

agyg

ATrg

gga

Gly

Fhe

aca

Thr

tty

Leu
175

tat

Tyr

cag

Gln

agt

Ser

atc

Ile

agyg

Lys
255

tat

TyT

tce

Ser

cce

Pro

aac

Asn

ttc

Phe
335

Phe

ata

Ile
160

tgg

Trp

cag

Gln

acyg

Arg

Sexr
240

ata

Ile

ggc

Gly

agt

Ser

gty

val
320

ata

Ile
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1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

gaa

Glu

age

Ser

ada

Liys

atg

Met
385

agg

Arg

gta

Val

act

Thr

cga

Arg

gag

Glu
465

gga

Gly

gag

Glu

cta

Leu

ggy

Gly

aac

Asn

gca

Ala
370

aac

Asn

aga

Arg

tgg

Trp

ctg

Leu

cte

Leu
450

tte

Phe

acg

Thr

gaa

Giu

tca

Ser

ggg

Gly

gag

Glu
355

atc

Ile

act

Thr

ata

Ile

act

Thir

gat

Asp
435

cag

Gln

tcc

Ser

tat

Tyr

ata

Ile

att

Tle
515

tog

Trp
340

cag

Gln

gac

Asp

caa

Gln

gaa

Glu

tac

Tyr
420

tte

Fhe

ctyg

Leu

cac

His

gac

Asp

gat

Asp
500

tac

TyY

caa

Gln

gga

Gly

ggg

Gly

ttc

Phe

aat

Asn
405

aat

Asn

cat

His

aga

Ary

aaa

Lys

tat

Tyr
485

gga

Gly

tca

Ser

gga

Gly

agt

Ser

atc

Ile

gaa

Glu
390

ttg

Leu

gca

Ala

gat

Asp

gat

Asp

tgt

Cys
470

cca

Pro

gtc

Val

aca

Thr
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atg

Met

gga

Gly

acc

Thr
378

gec

Ala

aat

Asgsn

gaa

Glu

aat

Asn
455

gac

Asp

caa

Gln

[=X=R%

Lys

gtg

val

gta

Val

tat

Tyr
360

aat

Asn

gtt

Val

aag

Lys

ctt

Leu

tat

TV
440

gca

Ala

aat

Asn

tac

Tyr

ttg

Leu

acyg

Ala
520

gat

Asp
345

get

Ala

aaa

Lys

ggg

Gly

aad

Lys

ctg

Leu
425

gtc

Val

aaa

Lys

gaa

Glu

teca

Ser

gag

Glu
505

agt

Ser

53

gga

Gly

gca

Ala

gtc

val

aaa

Lys

atg

Met
410

gty

Val

aag

Lys

gaa

Glu

tgc

Cys

gaa

Glu
490

teca

Ser

Loo

Ser

tog

Trp

gac

ASp

aac

AsSn

gaa

Glu
395

gaa

Glu

ctc

Leu

aac

Asn

ttyg

Leu

atg

Met
475

gaa

Glu

atg

Met

cta

Leu

tat

Tyr

aaa

Lys

tca

Ser
380

ttc

Phe

gat

Asp

atg

Met

cta

Leau

ggc

Gly
460

gaa

Glu

tca

Ser

ggc

Gly

gca

aAla

ggt

Gly

gag

Glu
365

ate

Ile

aac

Asn

gga

Gly

gaa

Glu

tac

Tyx
445

aat

Asn

agt

Ser

agg

Arg

aCcC

Thr

ctg

Leu
525

tac

Tyx
350

tce

Ser

att

Ile

aac

Asn

ctt

Phe

aat

Asn
430

gat

asp

ggg

Gly

gty

val

ctg

Leu

tat

Tyr
510

gca

Ala

cat

His

act

Thr

gac

Asp

tta

Leu

cta

Leu
415

gaa

Glu

aag

Lys

tgt

Cys

aga

Arg

aac

Asn
495

cag

Gln

atc

Ile

cat

His

cag

Gln

aaa

Lys

gaa

Glu
400

gat

Asp

aga

Arg

gte

val

ttg

Leu

aac

Asn
480

aga

Arg

ata

Ile

atg

Met
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gta gct ggt ctg tot ttt tgg atg tge tee aat gga tca ttg caa tge
1632
Val Ala Gly Leu Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln Cys
530 535 540

aga att tge atc tag
1647

Arg Ile Cys Ile

545

<210>8

<211>548

<212> PRT

<213> Virus de la gripe A

<400> 8

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr Hig Ala asn Asn Ser Thr Lys Gln Val
1 5 10 .15

Asp Thr Ile Met Glu Lysg Asn Val Thr val Thr His Ala Gln asp Ile
20 25 30

Leu Glu Lys Glu His Asn Gly Lys Leu Cys Ser Leu Lys Gly vVal Arg
35 40 45

Pro Leu Ile Leu Lys Asp Cys Ser Val Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn
50 55 60

Pro Met Cyg Asp Glu Phe Leu Asn Val Pro Glu Trp Ser Tvy Ile val
65 70 75 80

Glu Lys Asp Asn Pro Thr Asn Gly Leu Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Asn
85 90 95

Asp Tyr Glu Glu Leu Lys Tyr Leu Met Ser aAsn Thr Asn His Phe Glu
100 105 110

Lye Ile Gln Ile Ile Pro Arg Asn Ser Trp Ser Asn His Asp Ala Ser
115 120 125

Sexr Gly Val Ser Ser Ala Cys Pro Tyr Asn Gly Arg Ser Ser Phe Phe
130 135 140

Arg Ser Val val Trp Leu Ile Lys Lys Ser Asn Val Tyr Pro Thr Ile
145 150 155 160

Lys Arg Thr Tyr Asn Asn Thr Asn Val Glu Asp Leu Leu Ile Leu Txp
165 170 175

54



Gly

Ser

Aryg

225

Phea

Val

Asn

Met

Tvr

305

Pro

Glu

Ser

Lys

Met

385

Ary

Val

Ile

Ser

Ile

210

Ile

Glu

Lys

Cys

Pro

290

Val

Gln

Gly

Asn

Ala

370

Asn

Arg

Trp

His

Asn

1595

Pro

Glu

Ser

Lys

Asp

275

Fhe

Lys

Arg

Glv

Glu

355

Ile

Thr

Ile

Thr

His

180

Thr

Glu

Phe

Asn

Gly

260

Thr

His

Ser

Glu

Trp

340

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr
420

Pro

Tyr

Ile

Phe

Gly

245

Asp

Lys

Asn

Asp

Thr

325

Gln

Gly

Gly

Fhe

Asn

405

Asn

Asn Asp Ala

Val

Ala

Trp

230

Asn

Ser

Cys

Vat

Lys

310

Arg

Gly

Ser

Ile

Glu

3580

Leu

Ala

Ser

Thr

215

Thr

Phe

Ala

Gln

His

295

Leu

Gly

Met

Gly

Thr

375

Ala

Asn

Glu

Val

200

Arg

Ile

Ile

Ile

Thr

280

Pro

Val

Leu

Val

Tyr

360

Asn

val

Lvs

Leu
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Ala

185

Gly

Pro

Leu

Ala

Met

265

Pro

Leu

Lecou

Phe

Asp

345

2la

Lys

Gly

Lys

Leu
425

Glu

Thr

Lys

Arg

Pro

250

Arg

Val

Thr

Ala

Gly

330

Gly

Ala

Val

Lys

Met

410

Val

Gln

ser

Val

Pro

235

Glu

Ser

Gly

Thr

315

Ala

Trp

AsSp

Asn

Glu

395

Glu

Leu

55

Thr

Thr

Asn

220

Asn

Ty

Glu

Ala

Gly

300

Gly

Ile

YT

Lys

Ser

380

Phe

Asp

Met

Glu
Leu
205
Cly
ASp
Ala
Leu
Ile
285
Glu
Leu
Ala
Gly
Glu
365
Ile
Asn

Gly

Glu

Leu

190

Asn

Gln

Ala

Tyr

Glu

270

Asn

Cys

Arg

Gly

TYY

350

Ser

Ile

Asn

Phe

Agsn
430

Tyr

Gln

Ser

Ile

Lys

255

Tyr

Ser

Pro

Asn

Phe

335

His

Thr

Asp

Leu

Leu

415

Glu

Gin
Arg
Gly
Ser
240
Ile
Gly
Sexr
Lys
val
320
Tle
His
Gln
Lys
Glu
400

Asp

Arg
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20

25

Thr

Arg

Glu

465

Gly

Glu

Leu

val

Ary
545

<210>
<211>

<212> DNA

Leu

Leu
450

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala

530

Ile

9
39
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de expresion de adenovirus humano recombinante que comprende y expresa una secuencia de ADN
adenoviral, y una secuencia promotora conectada operablemente a una secuencia foranea que codifica uno o mas
antigenos o inmundgenos aviares de interés, para su uso en la vacunacion profilactica de un embrién aviar mediante
la introduccién y la expresién de uno o mas antigenos o inmunégenos de la influenza aviar en dicho embrién aviar.

2. El vector de expresion de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde la secuencia foranea que codifica los uno 0 mas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva de uno o
mas virus aviares.

3. El vector de expresion de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundégenos aviares de interés deriva del virus
de la influenza aviar.

4. El vector de expresiéon de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en
donde la secuencia fordnea que codifica los uno 0 mas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva del virus
de la influenza aviar y se selecciona del grupo que consiste en hemaglutinina, nucleoproteina, matriz, y
neuraminidasa.

5. El vector de expresion de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en
donde la secuencia foranea que codifica los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva del virus
de la influenza aviar y se selecciona del grupo que consiste en el subtipo 3, 5, 7, y 9 de hemaglutinina.

6. El vector de expresion de adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde dicha introduccién en dicho embrion aviar se lleva a cabo por medio del suministro in ovo.

7. Una composicion inmunogénica que comprende un vector de expresion de adenovirus humano recombinante que
comprende y expresa una secuencia de ADN adenoviral, y una secuencia promotora conectada operablemente a
una secuencia foranea que codifica uno 0 mas antigenos o inmunégenos aviares de interés, para su uso en la
vacunacion profilactica de un sujeto aviar mediante la obtencién de una respuesta inmunogénica en dicho sujeto
aviar, en donde el sujeto aviar esti infectado in ovo con una cantidad inmunolégicamente eficaz de dicha
composicion inmunogénica y en donde los uno o mas antigenos o inmundgenos aviares de interés se expresan a un
nivel suficiente para provocar una respuesta inmunogénica a los uno o méas antigenos o inmundgenos aviares de
interés en el sujeto aviar.

8. La composicion inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde la secuencia foranea que
codifica los uno 0 méas antigenos o inmundégenos aviares de interés deriva del virus de la influenza aviar, virus de la
enfermedad infecciosa de la bursa, virus de la enfermedad de Marek, herpesvirus aviar, virus de la laringotraqueitis
infecciosa, virus de la bronquitis infecciosa aviar, reovirus aviar, avipox, viruela aviar, viruela del canario, viruela del
pichon, viruela de la codorniz, y viruela de la paloma, poliomavirus aviar, virus de la enfermedad de Newcastle,
pneumovirus aviar, virus de la rinotraqueitis aviar, virus de la reticuloendoteliosis aviar, retrovirus aviares, virus
enddgeno aviar, virus de la eritroblastosis aviar, virus de la hepatitis aviar, virus de la anemia aviar, virus de la
enteritis aviar, virus de la enfermedad de Pacheco, virus de la leucemia aviar, parvovirus aviar, rotavirus aviar, virus
de la leucosis aviar, virus de fibrosarcoma musculoaponeurdético aviar, virus de la mieloblastosis aviar, virus asociado
a la mieloblastosis aviar, virus de la mielocitomatosis aviar, virus del sarcoma aviar, o virus de la necrosis del bazo
aviar.

9. La composicion inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la secuencia foranea que
codifica los uno 0 méas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva del virus de la influenza aviar.

10. La composicion inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la secuencia foranea
que codifica los uno 0 mas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva del virus de la influenza aviar y se
selecciona del grupo que consiste en hemaglutinina, nucleoproteina, matriz y neuraminidasa.

11. La composicion inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la secuencia foranea
que codifica los uno 0 mas antigenos o inmundgenos aviares de interés deriva del virus de la influenza aviar y se
selecciona del grupo que consiste en el subtipo 3, 5, 7, y 9 de hemaglutinina.

12. Un adenovirus humano recombinante que contiene y expresa una molécula de acido nucleico heterélogo que
codifica un antigeno de un patégeno de un sujeto aviar para su uso en la vacunacioén profilactica de un sujeto aviar
mediante la inoculacion a dicho sujeto aviar, en donde dicho adenovirus es administrado in ovo.

13. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el adenovirus
humano comprende secuencias derivadas del serotipo 5 de adenovirus.

14. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde el adenovirus
57
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humano comprende secuencias derivadas de adenovirus de replicacion defectuosa, adenovirus no replicantes,
adenovirus de replicacién competente, o adenovirus de tipo salvaje.

15. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en donde el antigeno de
un patégeno de un sujeto aviar deriva de virus de la influenza aviar, virus de la enfermedad infecciosa de la bursa,
virus de la enfermedad de Marek, herpesvirus aviar, virus de la laringotraqueitis infecciosa, virus de la bronquitis
infecciosa aviar, reovirus aviar, avipox, viruela aviar, viruela del canario, viruela del pichén, viruela de la codorniz, y
viruela de la paloma, poliomavirus aviar, virus de la enfermedad de Newcastle, metapneumovirus aviar, virus de la
rinotraqueitis aviar, virus de la reticuloendoteliosis aviar, retrovirus aviares, virus endégeno aviar, virus de la
eritroblastosis aviar, virus de la hepatitis aviar, virus de la anemia aviar, virus de la enteritis aviar, virus de la
enfermedad de Pacheco, virus de la leucemia aviar, parvovirus aviar, rotavirus aviar, virus de la leucosis aviar, virus
del fibrosarcoma musculoaponeurético aviar, virus de la mieloblastosis aviar, virus asociado a la mieloblastosis aviar,
virus de la mielocitomatosis aviar, virus del sarcoma aviar, o virus de la necrosis del bazo aviar.

16. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en donde el antigeno de
un patégeno de un sujeto aviar deriva del virus de la influenza aviar.

17. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el antigeno de
un patégeno de un sujeto aviar deriva del virus de la influenza aviar y se selecciona del grupo que consiste en
hemaglutinina, nucleoproteina, matriz y neuraminidasa.

18. El adenovirus humano recombinante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el antigeno de
un patégeno de un sujeto aviar deriva del virus de la influenza aviar y se selecciona del grupo que consiste en el
subtipo 3, 5, 7, y 9 de hemaglutinina.
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