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DESCRIPCIÓN 
 
Vacunas atenuadas de la gripe porcina y procedimientos de fabricación y uso de las mismas 
 
[0001] La presente solicitud reivindica prioridad de la solicitud provisional USSN 61/672,398, presentada el 17 de julio de 5 

2012. 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 
 
[0002] La presente invención se refiere en general a vacunas atenuadas virales, particularmente aquellas que proporcionan 10 

una protección amplia, segura y eficaz para cerdos contra infecciones/enfermedades causadas por la gripe porcina. La 
invención se refiere además a procedimientos de producción de los virus atenuados, y a la identificación de variaciones 
de ácido nucleico que se asocian con una disminución de la virulencia del virus atenuado. 
 
[0003] La presente invención se refiere por tanto a composiciones inmunogénicas o de vacuna que comprenden los virus 15 

de la invención; por ejemplo, virus atenuados vivos. Los virus también podrían estar inactivados en las 
composiciones; pero puede ser ventajoso que los virus sean de la gripe porcina vivos atenuados. La invención se refiere 
por lo tanto además a procedimientos para preparar y/o formular tales composiciones; por ejemplo, cultivar o desarrollar o 
propagar los virus sobre o en un medio adecuado, recoger los virus, opcionalmente inactivar los virus, y opcionalmente 
mezclar con un portador, excipiente, diluyente o vehículo adecuados veterinaria o farmacéuticamente aceptables, y/o un 20 

adyuvante y/o estabilizante. Por lo tanto, la invención también se refiere al uso de los virus en la formulación de tales 
composiciones. 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 25 

[0004]  Los virus de la gripe poseen un número de mecanismos para eludir la inmunidad humoral del huésped contra la 
hemaglutinina (HA) que media en la entrada viral. La redistribución de los segmentos del genoma puede conducir a un 
cambio antigénico, mientras que la acumulación gradual de mutaciones conduce a la deriva genética (Desselberger U, et 
al. 1978, Schild G, et al. 1974). Además de las mutaciones en los epítopos antigénicos de la HA que pueden afectar a la 
capacidad de los anticuerpos preexistentes para reconocer la HA mutante, mutaciones en la glicosilación unida a N de HA 30 

pueden promover la evasión viral de reconocimiento de anticuerpos mediante la alteración de la capa de oligosacárido que 
rodea la HA (Schulze TI, 1997). Los residuos de glicano pueden restringir la unión de algunos anticuerpos a sus epítopos, 
lo que lleva a la pérdida de reconocimiento e inmunogenicidad de los anticuerpos en un fenómeno conocido como 
protección de glicanos (Wanzeck K, et al. 2011, Wei CJ, et al. 2010). Además, la mutación y la deriva genética 
preferentemente se producen en las posiciones en la cabeza globular de HA que no están protegidas por glicanos (Das 35 

SR, et al. 2010). Los residuos de glicano también influyen en la unión al receptor y por lo tanto pueden afectar a la cinética 
de la replicación viral. 
 
[0005] La evolución de los virus de la gripe con frecuencia incluye la modificación del número y posición de los sitios de 
glicosilación (Long J, et al. 2011). Para los virus H3N2, el número de sitios de glicosilación ha aumentado de dos a diez 40 

en los últimos 40 años (4). Sin embargo, una HA cada vez más glicosilada se ha correlacionado con la disminución de la 
virulencia en ratones y una aptitud viral reducida (Das SR, et al. 2011, Vigerust DJ, et al., 2007). Aunque el aumento de la 
glicosilación puede proteger la HA de anticuerpos neutralizantes, la afinidad viral para los receptores celulares disminuye 
obligatoriamente (Abe Y, et al. 2004, Das SR, et al. 2011). También, se requieren mutaciones compensatorias en la HA o 
la neuraminidasa (NA) para equilibrar la unión al receptor y liberar actividades (Wagner R, et al. 2000). Estas mutaciones 45 

compensatorias en NA se han asociado con la adquisición de resistencia natural a los inhibidores de NA (Hensley SE, et 
al. 2011). 
 
[0006]  Numerosos linajes genéticos y antigénicamente diferentes de virus de la gripe porcina circulan simultáneamente en 
cerdos, incluyendo los virus H1N1 y H1N2 de los grupos β, γ y δ, así como el subtipo H3N2 (Lorusso A, et al. 2012). El 50 

grupo δ se subdividió originalmente en dos subgrupos (δ-I y δ-II), sin embargo, trabajos más recientes demostraron cinco 
subgrupos genéticos distintos (δ-A, δ-B, δ-C, δ-D, δ-E) que representan al menos tres grupos antigénicamente distintos 
(Hause BM, et al. 2011, Vincent AL, et al. 2009). 
 
[0007]  Aunque las vacunas virales muertas son eficaces cuando las cepas de la vacuna coinciden con el virus de 55 

estimulación de campo, la tasa de mutación rápida de la gripe requiere cambios de cepa frecuentes para garantizar la 
compatibilidad genética y antigénica entre las cepas de la vacuna y los virus circulantes. Además, los múltiples subtipos y 
linajes que cocirculan en los cerdos con frecuencia requieren cinco o más cepas de la vacuna con el fin de incluir 
representantes de cada tipo. Una única vacuna viva que provoca una inmunidad de amplio espectro ofrece un avance 
significativo en los programas de salud porcina. 60 
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[0008] Vincent et al. (2007) Vaccine, 25, 7.999-8.009 describe una vacuna de virus vivo modificado de la gripe que 
comprende una proteína NS1 truncada. 
 
[0009]  El documento WO 2011/091376 describe composiciones novedosas útiles como inmunógenos de la gripe. 
 5 

CARACTERÍSTICAS DE LA INVENCIÓN 
 
[0010]  La presente invención proporciona una cepa de la gripe porcina atenuada capaz de proporcionar una respuesta 
inmunitaria segura y eficaz en animales porcinos contra la gripe o enfermedades causadas por la gripe, que codifica un 
gen de HA que tiene al menos 4 sitios de glicosilación adicionales en relación con la cepa virulenta parental, en la que lo 10 

sitios de glicosilación se seleccionan de S71N, K90N, L173T, P287T, y K294T, y en la que la localización del cambio o 
cambios de aminoácidos se basa en el gen de HA codificada por la cepa parental virulenta que tiene la secuencia tal como 
se expone en SEQ ID NO: 18. 
 
[0011]  La presente invención también proporciona una composición inmunológica que comprende la cepa atenuada de la 15 

invención. 
 
[0012] La presente invención también proporciona una composición que comprende una pluralidad de vectores para la 
producción de la gripe porcina atenuada que incluye un vector que comprende un promotor unido operativamente a un 
ADNc de HA del virus de la gripe, en la que el ADNc de HA codifica sitios de glicosilación adicionales con relación a una 20 

HA codificada por una cepa de la gripe porcina parental virulenta, en la que los sitios de glicosilación adicionales se 
seleccionan de S71N, K90N, L173T, P287T y K294T, y en la que la numeración de los cambios de aminoácidos se basa 
en el gen de HA codificada por la cepa parental virulenta que tiene la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 18; y 
preferiblemente en la que el ADNc de HA para la producción de la gripe atenuada codifica la proteína tal como se expone 
en SEQ ID NO: 22 o 24. 25 

 
[0013] En el presente documento se describen vacunas atenuadas, así como procedimientos para el tratamiento y 
profilaxis de la infección por gripe porcina. 
 
[0014] En una realización, las vacunas comprenden virus de la gripe atenuados, que han sido modificados para expresar 30 

genes de HA que tienen sitios de glicosilación adicionales en relación con su cepa parental. En una realización particular, 
los genes y/o productos génicos de HA tienen las mismas modificaciones que están presentes entre SEQ ID NOs: 17 y 
21; SEQ ID NOs: 17 y 23; SEQ ID NOs: 18 y 22; o SEQ ID NOs: 18 y 24. En aún otra realización, los genes y/o productos 
génicos de HA tienen al menos 4 de las 5 modificaciones. En una realización más particular, los genes y/o productos 
génicos de HA tienen 4 ó 5 de las modificaciones dando lugar a +4 y +5 sitios de glicosilación, en relación con los productos 35 

del gen de HA parentales. 
 
[0015]  En el presente documento se describen ADNc y/o plásmidos para usar en un sistema de genética inversa para la 
producción de la gripe atenuadoade acuerdo con la presente descripción. En una realización, al menos uno de los ADNc 
y/o plásmidos comprende una secuencia de HA que tiene un mayor número de sitios de glicosilación con respecto a la 40 

secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 18. 
 
[0016]  En una realización particular, la secuencia de HA es como se expone en las SEQ ID NOs: 21 o 23. 
 
[0017] La presente invención se refiere además a nuevas cepas atenuadas de gripe, que proporcionan una inmunidad 45 

protectora segura, eficaz y amplia. En relación con una cepa de la gripe parental, las cepas atenuadas pueden tener sitios 
de glicosilación adicionales y/o sitios de glicosilación putativos codificados por sus genes de HA, cuya presencia está 
asociada con la virulencia reducida. 
 
[0018]  Se describe en el presente documento un virus mutante que comprende una mutación o mutaciones en una o más 50 

secuencias de ácidos nucleicos, en relación con el virus de tipo natural/parental, que hace que el virus mutante sea 
atenuado, en relación con el virus parental, cuyo virus parental comprende ácidos nucleicos que codifican una proteína 
HA de tipo natural. Como se define en el presente documento, la proteína HA de "tipo natural" es una que tiene el mismo 
número de sitios de glicosilación y/o sitios de glicosilación putativos en relación con las secuencias tal como se expone en 
SEQ ID NO: 18. 55 

 
[0019] Tal como se describe en el presente documento, el virus mutante puede comprender secuencias de ácidos 
nucleicos de ARNv que corresponden a (es decir, son complementarios inversos y tienen uracilos en lugar de timidinas) 
las secuencias de ADN expuestas en las SEQ ID NOs: 21 o 23, que codifican para los péptidos tal como se exponen en 
las SEQ ID NOs: 22 o 24, respectivamente, y que hacen que el virus mutante sea atenuado/no virulento, en relación con 60 

el virus de tipo natural/parental virulento. 
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[0020]  Tal como se define en el presente documento, el término "gen" se utilizará en un sentido amplio, y abarcará tanto 
las secuencias codificantes como las no codificantes (es decir, secuencias reguladoras en dirección 5’ y 3’, promotores, 
UTR 5'/3', intrones, y exones). Cuando se pretende hacer referencia a solamente una secuencia de codificación de un gen, 
el término "secuencia codificante de gen" o "CDS" se utilizan indistintamente en toda esta descripción. Cuando se describe 5 

un ácido nucleico específico, por ejemplo, la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 17 (la secuencia de ADN 
equivalente de la cadena "sentido" de ARNc del virus parental), el experto en la materia al instante estará en posesión de 
todas las formas derivables de esa secuencia (ARNm, ARNv, ARNc, ADN, proteína, etc.). Por ejemplo, el virus de la gripe 
es un virus ARN de cadena negativa (ARNss). Para replicar, su ARNss negativo (que se define en el presente documento 
como "ARNv") debe ser transcrito a ARN positivo o de sentido (definido en el presente documento como "ARNc"). La 10 

maquinaria de la célula huésped es cooptada para utilizar el ARNc para producir las proteínas virales y el ARNv. Un experto 
en la materia utilizando el código genético conocido puede derivar rutinariamente a partir de una secuencia de ADN el 
ARNv, ARNc, y las secuencias de péptidos. 
 
[0021]  En una realización particular, las vacunas atenuadas comprenden un adyuvante. El adyuvante puede ser cualquier 15 

sustancia que aumenta y/o incrementa la respuesta inmunitaria provocada, en comparación con la vacuna atenuada 
sola. Los adyuvantes de la mucosa, incluyendo quitosanos y derivados de los mismos, son particularmente útiles para las 
vacunas atenuadas orales descritas. 
 
[0022] Se describen en el presente documento procedimientos para inducir una respuesta inmunológica (o inmunogénica) 20 

o protectora contra la gripe, así como los procedimientos para prevenir o tratar la gripe, o el estado o estados patológicos 
causados por la gripe, que comprende administrar el virus atenuado, o una composición que comprende el virus atenuado 
a animales en necesidad del mismo. 
 
[0023] También se describen en el presente documento kits que comprenden al menos la cepa de la gripe atenuada y las 25 

instrucciones para su uso. 
 
[0024] Estas y otras realizaciones se describen o son evidentes a partir de y abarcadas por la siguiente descripción 
detallada. 
 30 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
[0025]  Una divulgación completa y practicable de la presente invención, incluyendo el mejor modo de la misma, para un 
experto en la materia, se expone más particularmente en el resto de la memoria descriptiva, incluyendo referencia a las 
figuras adjuntas, en las que: 35 

La figura 1 presenta el genotipo de los virus creados mediante genética inversa; 
la figura 2 es un alineamiento de aminoácidos entre la SEQ ID NO: 18 (proteína HA del virus de la gripe parental) y SEQ 
ID NO: 22 (proteína HA del mutante con n + 5 glicosilaciones); 
la figura 3 es un gráfico del crecimiento de células cultivadas de virus de la gripe parental y mutantes de glicosilación que 
albergan entre 1 y 5 sitios de glicosilación adicionales en su gen de HA, en relación con el parental; 40 

la figura 4 es una tabla que enumera las SEQ ID de esta divulgación. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
[0026] Se describen en el presente documento secuencias de nucleótidos y genes implicados en la atenuación de un 45 

microorganismo, tal como virus, por ejemplo, la gripe, los productos (por ejemplo, proteínas, antígenos, inmunógenos, 
epítopos) codificados por las secuencias de nucleótidos, los procedimientos para producir dichas secuencias de 
nucleótidos, productos, microorganismos, y usos de los mismos, tales como para la preparación de la vacuna o 
composiciones inmunogénicas o para provocar una respuesta inmunológica o inmunitaria o como un vector, por ejemplo, 
como un vector de expresión (por ejemplo, un vector de expresión in vitro o in vivo). 50 

 
[0027] Las mutaciones introducidas en las secuencias de nucleótidos y genes de microorganismos producen mutantes 
atenuados novedosos y no obvios. Estos mutantes son útiles para la producción de composiciones inmunogénicas 
atenuadas vivas o vacunas atenuadas vivas que tienen un alto grado de inmunogenicidad. 
 55 

[0028] La identificación de las mutaciones proporciona secuencias de nucleótidos y genes nuevos y no obvios, así como 
productos génicos codificados por las secuencias de nucleótidos y los genes novedosos y no obvios. 
 
[0029]  En una realización, la presente invención proporciona una cepa de la gripe porcina atenuada capaz de proporcionar 
una respuesta inmunitaria segura y eficaz en cerdo contra la gripe o enfermedades causadas por la gripe. En una 60 
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realización, la cepa codifica un gen de HA que tiene al menos 4 sitios de glicosilación adicionales en relación con la cepa 
virulenta parental. 
 
[0030]  En otra realización, la cepa atenuada puede codificar un gen de HA que tiene 4 o 5 sitios de glicosilación adicionales 
en relación con la cepa parental virulenta. En una realización particular, los sitios de glicosilación de la cepa se seleccionan 5 

de S71N, K90N, L173T, P287T, y K294T, con las localizaciones de los cambios de aminoácidos basados en un gen de 
HA que tiene la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 18. 
 
[0031] En una realización, la proteína HA producida por la cepa de la gripe atenuada tiene la secuencia tal como se expone 
en SEQ ID NO: 22. 10 

 
[0032]  En otra realización, la proteína HA producida por la cepa de la gripe atenuada tiene la secuencia tal como se expone 
en SEQ ID NO: 24 
 
[0033] Como se describe en el presente documento, la proteína HA producida por la cepa de la gripe atenuada puede 15 

tener la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 22 o una secuencia con al menos un 90% de homología con la 
SEQ ID NO: 22 siempre que las siguientes localizaciones tengan los siguientes aminoácidos: 71N, 90N, 173T, 287T y 
294T. 
 
[0034] Como se describe en el presente documento, la gripe atenuada puede producir una proteína HA que tiene la 20 

secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 24 o una secuencia con al menos un 90% de homología con la SEQ ID NO: 
24 siempre que las siguientes localizaciones tengan los siguientes aminoácidos: 71N, 90N, 173T, 287T. 
 
[0035] En otro aspecto, la presente invención proporciona una composición inmunológica que comprende cepas de la 
gripe atenuadas, que codifican proteínas HA hiperglicosiladas. En una realización, las composiciones pueden comprender 25 

además un vehículo,  diluyente o excipiente farmacéutica o veterinariamente aceptable. 
 
[0036] En una realización, la composición proporciona una respuesta inmunitaria protectora en cerdo contra la estimulación 
con gripe porcina virulenta. En algunas realizaciones, la composición comprende además al menos un antígeno adicional 
asociado con un patógeno distinto de la gripe porcina. 30 

 
[0037] En otra realización, dicho al menos un antígeno adicional se selecciona de M. hyo, PCV2, PRRSV, SIV o de otro 
patógeno capaz de infectar y causar enfermedad o susceptibilidad a la enfermedad en un cerdo, o combinaciones de los 
mismos. 
 35 

[0038]  En una realización, la presente invención proporciona la composición de la invención para su uso en la vacunación 
de un animal porcino. En otra realización, el animal porcino es una cerda de aproximadamente 3 semanas a 
aproximadamente 6 semanas antes de parir. En aún otra realización, los lechones resultantes pueden tener una reducción 
de la morbilidad y/o mortalidad en comparación con los lechones procedentes de las cerdas no vacunadas. 
 40 

[0039] En otra realización, la presente invención proporciona una composición que comprende una pluralidad de vectores 
para la producción de la gripe porcina atenuada que incluye un vector que comprende un promotor unido operativamente 
a un ADNc de Ha del virus de la gripe, en la que el ADNc de HA codifica sitios de glicosilación adicionales con relación a 
una HA codificada por una cepa de la gripe porcina parental virulenta. En una realización particular, los sitios de 
glicosilación adicionales se seleccionan de S71N, K90N, L173T, P287T, y K294T, y la localización de los cambios de 45 

aminoácidos se basa en un gen de HA que tiene la secuencia tal como se expone en SEQ ID NO: 18. 
 
[0040] En una realización, el ADNc de HA para la producción de la gripe atenuada codifica la proteína tal como se expone 
en la SEQ ID NO: 22. En otra realización, el ADNc de HA codifica la proteína tal como se expone en la SEQ ID NO: 24. 
 50 

[0041] En el presente documento se describe un procedimiento para preparar el virus de la gripe, que comprende: poner 
en contacto una célula con una de las composiciones de la invención en una cantidad eficaz para producir el virus de la 
gripe infeccioso. Tal como se describe en el presente documento, el procedimiento puede comprender además aislar el 
virus. 
 55 

[0042] En el presente documento se describe un procedimiento para preparar un vehículo de liberación génica, que 
comprende: poner en contacto las células con la composición de la invención en una cantidad eficaz para producir virus 
de la gripe y aislar el virus. También se describe en el presente documento una célula en contacto con la composición de 
la invención. 
 60 
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[0043] En el presente documento se describe una célula de vertebrado que comprende una pluralidad de vectores para la 
producción de la gripe porcina atenuada que incluye un vector que comprende un promotor unido operativamente a un 
ADNc de HA de virus de la gripe, en el que el ADNc de HA codifica sitios de glicosilación adicionales con relación a una 
HA codificada por una cepa de la gripe porcina parental virulenta. 
 5 

[0044] En el presente documento se describen productos génicos, que proporcionan antígenos, inmunógenos y epítopos, 
y son útiles como productos génicos aislados. 
 
[0045] Dichos productos génicos aislados, así como los epítopos de los mismos, también son útiles para generar 
anticuerpos, que son útiles en aplicaciones de diagnóstico. 10 

 
[0046]  Dichos productos génicos, que pueden proporcionar o generar epítopos, antígenos o inmunógenos, también son 
útiles para composiciones inmunogénicas o inmunológicas, así como vacunas. 
 
[0047] En el presente documento se describen virus que contienen una mutación atenuante en una secuencia de 15 

nucleótidos o un gen, en el que la mutación modifica la actividad biológica de un polipéptido o proteína codificada por un 
gen, dando como resultado una virulencia atenuada del virus. 
 
[0048] En particular, en el presente documento se describen cepas atenuadas de la gripe porcina y vacunas que 
comprenden las mismas, que provocan una respuesta inmunogénica en un animal, en particular las cepas de la gripe 20 

porcina atenuadas que provocan, inducen o estimulan una respuesta en un cerdo. 
 
[0049]  Las cepas atenuadas particulares de interés de la gripe porcina tienen mutaciones en genes, con relación a la cepa 
parental virulenta de tipo natural, que están asociados con la virulencia. Se reconoce que, además de cepas que tienen 
las mutaciones descritas, se pueden utilizar en la práctica de esta invención cepas atenuadas que tengan cualquier número 25 

de mutaciones en los genes de virulencia descritos. 
 
[0050]  En otro aspecto, las cepas atenuadas de la gripe porcina novedosas se formulan en una vacuna segura, eficaz 
contra la gripe porcina e infecciones/enfermedades causadas por la gripe porcina. 
 30 

[0051]  En una realización, las vacunas de la gripe porcina comprenden además un adyuvante. En una realización 
particular, el adyuvante es un adyuvante de la mucosa, tal como quitosano, quitosano metilado, quitosano trimetilado, o 
derivados o combinaciones de los mismos. 
 
[0052] En una realización, el adyuvante comprende bacterias y/o virus completos, incluyendo H. parasuis, Clostridium, 35 

virus de la gripe porcina (SIV), circovirus porcino (PCV), virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), 
Mannheimia, Pasteurella, Histophious, Salmonella, Escherichia coli, o combinaciones y/o variaciones de los mismos. En 
varias realizaciones, el adyuvante aumenta la producción del animal de IgM, EgG, IgA, y/o combinaciones de las mismas. 
 
[0053] Por "antígeno" o "inmunógeno" se entiende una sustancia que induce una respuesta inmunitaria específica en un 40 

animal huésped. El antígeno puede comprender un organismo completo, muerto, atenuado o vivo; una subunidad o parte 
de un organismo; un vector recombinante que contiene un inserto con propiedades inmunogénicas; una parte o fragmento 
de ADN capaz de inducir una respuesta inmunitaria tras la presentación a un animal huésped; un polipéptido, un epítopo, 
un hapteno, o cualquier combinación de los mismos. Alternativamente, el inmunógeno o antígeno puede comprender una 
toxina o antitoxina. 45 

 
[0054] Los términos "proteína", "péptido", "polipéptido" y "fragmento de polipéptido" se usan indistintamente en este 
documento para referirse a polímeros de residuos de aminoácidos de cualquier longitud. El polímero puede ser lineal o 
ramificado, puede comprender aminoácidos modificados o análogos de aminoácidos, y puede estar interrumpido por restos 
químicos distintos de aminoácidos. Los términos también abarcan un polímero de aminoácidos que ha sido modificado de 50 

forma natural o mediante intervención; por ejemplo la formación de enlaces disulfuro, glicosilación, lipidación, acetilación, 
fosforilación, o cualquier otra manipulación o modificación, tal como conjugación con un componente de marcaje o 
componente bioactivo. 
 
[0055] El término "polipéptido inmunogénico o antigénico", como se usa en el presente documento incluye polipéptidos 55 

que son inmunológicamente activos en el sentido de que una vez administrados al huésped, son capaces de evocar una 
respuesta inmunitaria de tipo humoral y/o celular dirigida contra la proteína. Preferiblemente, el fragmento de proteína es 
tal que tiene sustancialmente la misma actividad inmunológica que la proteína total. Por lo tanto, un fragmento de proteína 
según la invención comprende o consiste esencialmente en o consiste en al menos un epítopo o determinante 
antigénico. Una proteína o polipéptido "inmunógenico", tal como se usa en el presente documento, incluye la secuencia 60 

de longitud completa de la proteína, análogos de la misma, o fragmentos inmunogénicos de la misma. Por "fragmento 
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inmunogénico" se entiende un fragmento de una proteína que incluye uno o más epítopos y de este modo provoca la 
respuesta inmunológica descrita anteriormente. Tales fragmentos pueden ser identificados usando cualquier cantidad de 
técnicas de mapeo de epítopos bien conocidas en el sector. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods 
in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996). Por ejemplo, los epítopos lineales pueden determinarse 
mediante, por ejemplo, síntesis simultánea de grandes cantidades de péptidos sobre soportes sólidos, correspondencia 5 

de los péptidos a partes de la molécula de proteína, y reacción de los péptidos con anticuerpos, mientras los péptidos 
están todavía unidos a los soportes. Tales técnicas son conocidas en el sector y se describen en, por ejemplo, la patente 
de los Estados Unidos. No. 4.708.871; Geysen et al., 1984; Geysen et al., 1986. De manera similar, los epítopos 
conformacionales son fácilmente identificados mediante la determinación de la conformación espacial de aminoácidos, 
tales como mediante, por ejemplo, cristalografía de rayos X y resonancia magnética nuclear de 2 dimensiones. Véase, por 10 

ejemplo, Epitope Mapping Protocols, supra. Los procedimientos especialmente aplicables a las proteínas de T. parva se 
describen completamente en el documento PCT/US2004/022605. 
 
[0056] Como se describe en el presente documento, la invención abarca fragmentos activos y variantes del polipéptido 
antigénico. Por lo tanto, el término "polipéptido inmunogénico o antigénico" contempla además deleciones, adiciones y 15 

sustituciones en la secuencia, siempre que el polipéptido funcione para producir una respuesta inmunológica tal como se 
define en este documento. El término "variación conservativa" se refiere a la sustitución de un residuo de aminoácido por 
otro residuo biológicamente similar, o la sustitución de un nucleótido en una secuencia de ácido nucleico de tal manera 
que el residuo de aminoácido codificado no cambie o es otro residuo biológicamente similar. A este respecto, las 
sustituciones particularmente preferidas serán generalmente de naturaleza conservativa, es decir, aquellas sustituciones 20 

que tienen lugar dentro de una familia de aminoácidos. Por ejemplo, los aminoácidos se dividen generalmente en cuatro 
familias: (1) ácidos - aspartato y glutamato; (2) básicos - lisina, arginina, histidina; (3) no polares - alanina, valina, leucina, 
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano; y (4) polares sin carga - glicina, asparagina, glutamina, cistina, serina, 
treonina, tirosina. La fenilalanina, el triptófano y la tirosina se clasifican a veces como aminoácidos aromáticos. Los 
ejemplos de variaciones conservativas incluyen la sustitución de un residuo hidrófobo, tal como isoleucina, valina, leucina 25 

o metionina, por otro residuo hidrófobo, o la sustitución de un residuo polar por otro residuo polar, tal como la sustitución 
de arginina por lisina, ácido glutámico por ácido aspártico, o glutamina por asparagina, y similares; o una sustitución 
conservativa similar de un aminoácido por un aminoácido estructuralmente relacionado que no tendrá un efecto importante 
sobre la actividad biológica. Las proteínas que tienen sustancialmente la misma secuencia de aminoácidos que la molécula 
de referencia, pero que poseen sustituciones de aminoácidos menores que no afectan sustancialmente a la 30 

inmunogenicidad de la proteína están, por lo tanto, dentro de la definición del polipéptido de referencia. Todos los 
polipéptidos producidos por estas modificaciones se incluyen en el presente documento. El término "variación 
conservativa" también incluye el uso de un aminoácido sustituido en lugar de un aminoácido parental no sustituido, siempre 
que los anticuerpos producidos contra el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido. 
 35 

[0057] El término "epítopo" se refiere al sitio en un antígeno o hapteno al cual responden células B y/o células T 
específicas. El término también se usa indistintamente con "determinante antigénico" o "sitio determinante antigénico". Los 
anticuerpos que reconocen el mismo epítopo pueden identificarse en un inmunoensayo simple que muestra la capacidad 
de un anticuerpo para bloquear la unión de otro anticuerpo a un antígeno diana. 
 40 

[0058] Una "respuesta inmunológica" a una composición o vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta 
inmunitaria celular y/o mediada por anticuerpos a una composición o vacuna de interés. Por lo general, una "respuesta 
inmunológica" incluye, pero no se limita a uno o más de los siguientes efectos: la producción de anticuerpos, células B, 
células T auxiliares, y/o células T citotóxicas, dirigidos específicamente a un antígeno o antígenos incluidos en el 
composición o vacuna de interés. Preferentemente, el huésped mostrará una respuesta inmunológica terapéutica o 45 

protectora de manera que la resistencia a la nueva infección se verá reforzada y/o la gravedad clínica de la enfermedad 
se verá reducida. Dicha protección se demostrará por una reducción o ausencia de síntomas y/o signos clínicos de la 
enfermedad normalmente mostrados por un huésped infectado, un tiempo de recuperación más rápido y/o un título viral 
disminuido en el huésped infectado. 
 50 

[0059] Por "animal" se pretende mamíferos, aves, y similares. Animal o huésped tal como se usa en el presente documento 
incluye mamíferos y humanos. El animal puede ser seleccionado del grupo que consiste en equino (por ejemplo, caballos), 
caninos (por ejemplo, perros, lobos, zorros, coyotes, chacales), felino (por ejemplo, leones, tigres, gatos domésticos, gatos 
salvajes, otros gatos grandes, y otros felinos incluyendo guepardos y lince), ovino (por ejemplo, ovejas), bovino (por 
ejemplo, ganado vacuno), porcino (por ejemplo, cerdo), aves (por ejemplo, pollo, pato, ganso, pavo, codorniz, faisán, loro, 55 

pinzones, halcón, cuervo, avestruz, emu y casuario), primates (por ejemplo, prosimios, tarsero, mono, gibón, simio), 
hurones, focas, y pescado. El término "animal" también incluye un animal individual en todas las etapas de desarrollo, 
incluyendo recién nacido, embrionario y etapas fetales. 
 
[0060] A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento 60 

tienen el mismo significado que se entiende comúnmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta 
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descripción. Los términos singulares "un", "una", y "el/la" incluyen los referentes plurales a menos que el contexto indique 
claramente lo contrario. Del mismo modo, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique claramente 
lo contrario. 
 
[0061] Se observa que en esta descripción y particularmente en las reivindicaciones y/o párrafos, los términos tales como 5 

"comprende" "comprendido", "que comprende" y similares pueden tener el significado que se le atribuye en la ley de 
patentes de Estados Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido", "que incluye", y similares; y los términos 
tales como "que consiste esencialmente en" y "consiste esencialmente en" tienen el significado que se les atribuye en la 
ley de patentes de Estados Unidos, por ejemplo, permiten elementos no citados de manera explícita, pero excluyen 
elementos que se encuentran en la técnica anterior o que afectan a una característica básica o novedosa de la invención. 10 

 
Composiciones 
 
[0062] La presente invención se refiere a una vacuna o composición de la gripe porcina que puede comprender una cepa 
atenuada de la gripe porcina y un portador, excipiente o vehículo farmacéutica o veterinariamente aceptable, que provoca, 15 

induce o estimula una respuesta en un animal. 
 
[0063] El término "ácido nucleico" y "polinucleótido" se refiere a ARN o ADN que es lineal o ramificado, monocatenario o 
bicatenario, o un híbrido de los mismos. El término también abarca híbridos de ARN/ADN. Los siguientes son ejemplos no 
limitativos de polinucleótidos: un gen o fragmento de gen, exones, intrones, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNc, 20 

polinucleótidos recombinantes, polinucleótidos ramificados, plásmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, 
ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de ácidos nucleicos y cebadores. Un polinucleótido puede comprender 
nucleótidos modificados, tales como nucleótidos metilados y análogos de nucleótidos, uracilo, otros azúcares y grupos de 
unión, tales como fluororibosa y tiolato, y ramas de nucleótidos. La secuencia de nucleótidos se puede modificar 
adicionalmente después de la polimerización, tal como mediante conjugación, con un componente de marcaje. Otros tipos 25 

de modificaciones incluidas en esta definición son los bloqueos terminales, sustitución de uno o más de los nucleótidos 
naturales con un análogo, y la introducción de medios para unir el polinucleótido a proteínas, iones metálicos, componentes 
de marcaje, otros polinucleótidos o soporte sólido. Los polinucleótidos se pueden obtener mediante síntesis química o 
derivarse de un microorganismo. 
 30 

[0064] El término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de polinucleótido asociado con una 
función biológica. Por lo tanto, los genes incluyen intrones y exones como en la secuencia genómica, o sólo las secuencias 
codificantes como en ADNc y/o las secuencias reguladoras requeridas para su expresión. Por ejemplo, el gen también se 
refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa ARNm o ARN funcional, o codifica una proteína específica, y que 
incluye secuencias reguladoras. 35 

 
[0065]  Un componente biológico "aislado" (tal como un ácido nucleico o proteína u orgánulo) se refiere a un componente 
que se ha separado sustancialmente o purificado de otros componentes biológicos en la célula del organismo en el que 
se produce el componente de forma natural, por ejemplo, otro ADN y ARN cromosómico y extracromosómico, proteínas y 
orgánulos. Los ácidos nucleicos y proteínas que han sido "aislados" incluyen ácidos nucleicos y proteínas purificados 40 

mediante procedimientos de purificación estándar. El término también abarca ácidos nucleicos y proteínas preparados por 
tecnología recombinante, así como mediante síntesis química. 
 
[0066] El término "variación conservativa" indica el reemplazo de un residuo de aminoácido por otro residuo biológicamente 
similar, o la sustitución de un nucleótido en una secuencia de ácido nucleico, de manera que el residuo de aminoácido 45 

codificado no cambia o es otro residuo biológicamente similar. A este respecto, las sustituciones particularmente preferidas 
serán generalmente conservativas en la naturaleza, tal como se describe anteriormente. 
 
[0067] El término "recombinante" significa un polinucleótido de origen semisintético o sintético que, o bien no se produce 
en la naturaleza o está ligado a otro polinucleótido en una disposición no encontrada en la naturaleza. 50 

 
[0068] "Heterólogo" significa derivado de una entidad genéticamente distinta del resto de la entidad a la que se está 
comparando. Por ejemplo, un polinucleótido puede colocarse mediante técnicas de ingeniería genética en un plásmido o 
vector derivado de una fuente diferente, y es un polinucleótido heterólogo. Un promotor eliminado de su secuencia 
codificante nativa y unido operativamente a una secuencia codificante distinta de la secuencia nativa es un promotor 55 

heterólogo. 
 
[0069] Los polinucleótidos de la invención pueden comprender secuencias adicionales, tales como secuencias codificantes 
adicionales dentro de la misma unidad de transcripción, elementos de control, tales como promotores, sitios de unión a 
ribosomas, 5'UTR, 3'UTR, terminadores de transcripción, sitios de poliadenilación, unidades de transcripción adicionales 60 

bajo el control del mismo o un promotor diferente, secuencias que permiten la clonación, expresión, recombinación 
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homóloga y transformación de una célula huésped, y cualquier constructo tal como pueden ser deseable para proporcionar 
realizaciones de esta invención. 
 
Procedimientos de uso y artículo de fabricación 
 5 

[0070] La presente invención incluye la composición de la invención para su uso en la vacunación de un animal porcino 
que comprende administrar la composición de la invención al animal. 
 
[0071] En una realización de la invención, se puede emplear un régimen de sensibilización-refuerzo, que se compone de 
al menos una administración primaria y al menos una administración de refuerzo usando al menos un polipéptido, antígeno, 10 

epítopo o inmunógeno común. Típicamente, la composición inmunológica o vacuna utilizada en la administración primaria 
es de naturaleza diferente de las utilizadas como refuerzo. Sin embargo, se observa que la misma composición se puede 
utilizar como administración primaria y administración de refuerzo. Este protocolo de administración se llama 
"sensibilización-refuerzo". 
 15 

[0072] Un régimen de sensibilización-refuerzo comprende al menos una sensibilización-administración y al menos una 
administración de refuerzo usando al menos un polipéptido común y/o variantes o fragmentos del mismo. La vacuna 
utilizada en la sensibilización-administración puede ser de naturaleza diferente a las utilizadas como una vacuna de 
refuerzo posterior. La sensibilización-administración puede comprender una o más administraciones. Del mismo modo, la 
administración de refuerzo puede comprender una o más administraciones. 20 

 
[0073] El volumen de dosis de composiciones de las especies objetivo que son mamíferos, por ejemplo, el volumen de 
dosis de composiciones de cerdos o cochinos, basado en antígenos virales, es generalmente de aproximadamente 0,1 a 
aproximadamente 2,0 ml, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,0 ml, y de aproximadamente 0,5 ml a 
aproximadamente 1,0 ml. 25 

 
[0074]  La eficacia de las vacunas puede probarse aproximadamente de 2 a 4 semanas después de la última inmunización 
mediante la estimulación de los animales, tales como porcinos, con una cepa virulenta de la gripe porcina. Ambas cepas 
homólogas y heterólogas se utilizan para la estimulación para probar la eficacia de la vacuna. El animal puede estimularse 
mediante inyección IM o SC, aerosol, por vía intranasal, intraocular, intratraqueal, y/o por vía oral. Las muestras de las 30 

articulaciones, los pulmones, el cerebro y/o la boca pueden ser recogidas antes y después de la estimulación y pueden 
ser analizadas para la presencia de anticuerpo específico de la gripe porcina. 
 
[0075] Las composiciones que comprenden las cepas virales atenuadas de la invención utilizadas en los protocolos de 
sensibilización-refuerzo están contenidas en un vehículo, diluyente o excipiente farmacéutica o veterinariamente 35 

aceptable. Los protocolos de la invención protegen al animal de la gripe porcina y/o previenen la progresión de la 
enfermedad en un animal infectado. 
 
[0076] Las diversas administraciones se realizan preferiblemente con de 1 a 6 semanas de diferencia. El intervalo de 
tiempo preferido es de 3 a 5 semanas, y óptimamente 4 semanas de acuerdo con una realización, también se prevé un 40 

refuerzo anual. Los animales, por ejemplo, cerdos, pueden tener al menos 3-4 semanas de edad en el momento de la 
primera administración. 
 
[0077] Se debe entender por un experto en la técnica que la presente descripción se proporciona a modo de ejemplo y la 
presente invención no se limita a la misma. A partir de la descripción de este documento y el conocimiento en la técnica, 45 

un experto en la materia puede determinar el número de administraciones, la vía de administración, y las dosis a utilizar 
para cada protocolo de inyección, sin una gran experimentación. 
 
[0078] En el presente documento se describe un kit para realizar un procedimiento de provocar o  
inducir una respuesta inmunológica o de protección contra la gripe porcina en un animal que comprende una composición 50 

o vacuna inmunológica de gripe porcina atenuada y las instrucciones para realizar el procedimiento de liberación en una 
cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria en el animal. 
 
[0079] También se describe en el presente documento un kit para realizar un procedimiento de inducir una respuesta 
inmunológica o protectora contra la gripe porcina en un animal que comprende una composición o vacuna que comprende 55 

una cepa de la gripe porcina atenuada de la invención, e instrucciones para realizar el procedimiento de liberación en una 
cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria en el animal. 
 
[0080] También se describe en el presente documento un kit para la vacunación de sensibilización-refuerzo de acuerdo 
con la presente invención tal como se describe anteriormente. El kit puede comprender al menos dos viales: un primer vial 60 

que contiene una vacuna o composición para la vacunación de sensibilización de acuerdo con la presente invención, y un 
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segundo vial que contiene una vacuna o composición para la vacunación de refuerzo según la presente invención. El kit 
puede contener ventajosamente primeros o segundos viales adicionales para vacunas de refuerzo adicionales o vacunas 
de refuerzo adicionales. 
 
[0081] Los portadores o vehículos o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables son bien conocidos por los 5 

expertos en la técnica. Por ejemplo, un portador o vehículo o excipiente farmacéutica o veterinariamente aceptable puede 
ser una solución de NaCl al 0,9% (por ejemplo, solución salina) o un tampón fosfato. Otros portadores o vehículos o 
excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables que se pueden utilizar para los procedimientos de esta invención 
incluyen, pero no se limitan a, poli-(L-glutamato) o polivinilpirrolidona. Los portadores o vehículos o excipientes 
farmacéutica o veterinariamente aceptables pueden ser cualquier compuesto o combinación de compuestos que facilitan 10 

la administración del vector (o proteína expresada a partir de un vector de la invención in vitro); ventajosamente, el 
portador, vehículo o excipiente puede facilitar la transfección y/o mejorar la conservación del vector (o proteína). Las dosis 
y los volúmenes de dosis en el presente documento se describen en la descripción general y también pueden ser 
determinados por el experto en la materia a partir de esta descripción leída en relación con el conocimiento en la técnica, 
sin una gran experimentación. 15 

 
[0082] Las composiciones y vacunas inmunológicas de acuerdo con la invención puede comprender o consistir 
esencialmente en uno o más adyuvantes. Los adyuvantes adecuados para usar en la práctica de la presente invención 
son (1) polímeros de ácido acrílico o metacrílico, anhídrido maleico y polímeros de derivados de alquenilo, (2) secuencias 
inmunoestimulantes (ISS), tales como secuencias de oligodesoxirribonucleótidos que tienen una o más unidades CpG no 20 

metiladas (Klinman et al, 1996;. WO98/16247), (3) una emulsión de aceite en agua, tal como la emulsión SPT descrita en 
la página 147 de "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach", publicado por M. Powell, M. Newman, Plenum 
Press 1995, y la emulsión MF59 descrita en la página 183 de la misma obra, (4) lípidos catiónicos que contienen una sal 
de amonio cuaternario, por ejemplo, DDA (5) citoquinas, (6) hidróxido de aluminio o fosfato de aluminio, (7 ) saponina o 
(8) otros adyuvantes descritos en cualquier documento citado en la presente solicitud, o (9) cualquier combinación o 25 

mezclas de los mismos. 
 
[0083] En una realización, los adyuvantes incluyen aquellos que promueven una mejor absorción a través de 
revestimientos de la mucosa. Algunos ejemplos incluyen MPL, LTK63, toxinas, micropartículas de PLG y varios otros 
(Vajdy, M. Immunology and Cell Biology (2004) 82, 617-627). En una realización, el adyuvante puede ser un quitosano 30 

(Van der Lubben et al 2001; Patel et al 2005; Majithiya et al 2008; patente de Estados Unidos No. de serie 5,980.912). 
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 40 

[0085] La invención se describirá a continuación adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos. 
 
EJEMPLOS 
 
Ejemplo 1 - Construcción de virus de la gripe porci na hiperglicosilados 45 

 
Materiales/Procedimientos. 
 
[0086] Las muestras clínicas (frotis nasales o tejido pulmonar) se recogieron de cerdos que presentaban síndrome gripal 
y se sometieron a aislamiento viral y caracterización (pruebas de diagnóstico de rutina). El aislamiento del virus se realizó 50 

en células de testículo porcino (ST) cultivadas en DMEM que contenía suero bovino fetal al 5% a 37ºC con 5% de CO2. 
Para la propagación viral, se omitió el suero bovino de la DMEM. Se propagaron células 293T y MDCK en DMEM que 
contenía suero bovino fetal al 10%. El ARN se extrajo de los fluidos de recolección del cultivo celular infectado utilizando 
el kit de aislamiento viral 5x MagMax-96 (Life Technologies). 
 55 

[0087] Los genomas virales completos se amplificaron utilizando un procedimiento de PCR de transcripción inversa 
multisegmento descrito previamente (Zhou B, et al. 2009). Se prepararon bibliotecas de ADNc virales utilizando el kit de 
fragmentación rápida de ADN NEBNext y el kit Library Prep Set 4 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (New 
England Biolabs), con la excepción de que los adaptadores del kit fueron reemplazados con los adaptadores de código de 
barras (kit Ion Xpress Adaptor 1-16, Vida Technologies). Se prepararon plantillas de secuenciación de ADN usando el Kit 60 

Xpress Template 2.0 (Life Technologies) y se secuenciaron utilizando un Ion Torrent Personal Genome Machine (Life 
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Technologies). Los cóntigos fueron ensamblados utilizando software SeqMan NGen (DNASTAR). Los cóntigos que 
codifican HA de longitud completa se identificaron por análisis BLAST. Las secuencias de ADN de HA de longitud completa 
fueron alineadas utilizando el procedimiento ClustalW. Se realizaron análisis filogenéticos utilizando MEGA 5.0 utilizando 
el procedimiento de unión de vecinos y la topología de árbol se verificó con 1000 repeticiones de arranque (Tamura K, et 
al. 2011). Las secuencias de genes de HA fueron depositadas en Genbank con los números de acceso JQ638655-5 

JQ638665. 
 
[0088] Genética inversa. En el contexto de la biología molecular, "genética inversa" se define como la generación de virus 
que poseen un genoma derivado de ADNc clonados (para una revisión, véase Neumann et al, J. Gen. Viral, 83: 2635; 
2002). En el presente estudio, se utilizó un virus de gripe porcina con casete interno de gen interno de triple intercambio 10 

(A/porcino/Carolina del Norte/3793/08 (H1N1)) como plantilla para crear un sistema genético inverso del virus de la gripe 
porcina con TRIG. Los ocho segmentos se amplificaron por PCR, se digirieron con BsmBI y se ligaron en un pHW2000 
digerido de manera similar, tal como se ha descrito anteriormente (Hoffmann E, et al. 2001). Los plásmidos que llevan 
inserto se identificaron mediante digestión por restricción y  se secuenciaron para verificar la identidad con 
A/porcino/Carolina del Norte/3793/08. Los genes de HA y NA (SEQ ID NO: 7 y 11) de 10-0036-2 también se clonaron en 15 

pHW2000 (Hoffmann et al 2000, PNAS 97 (11): 6108-6113) y se transfectaron junto con plásmidos que llevaban la 
polimerasa básica 2 (PB2), polimerasa básica 1 (PB1), polimerasa ácida (PA), nucleoproteína (NP), matriz (M) y los genes 
no estructurales (NS) derivados de A/porcino/Carolina del Norte/3793/08 para producir 10-0036-2 derivado de genética 
inversa (RG 10-0036-2, Figura 1). La mutagénesis dirigida al sitio se llevó a cabo en el plásmido que contenía el gen de 
HA de 10-0036-2 para crear mutantes con 1-5 sitios de glicosilación unidos a N adicionales utilizando el kit de mutagénesis 20 

dirigida de sitio Quik Change II (Agilent Technologies) (Tabla 1, Figura 2). Los glicanos se añaden a las proteínas en los 
residuos de asparagina (N) localizados en el contexto del motivo de glicosilación unido a N de NXS/T, donde N es el 
aminoácido asparagina, X es cualquier aminoácido, y S/T es serina o treonina.  
 
Tabla 1 Sitios de glicosilación unidos a N adicionales modificados en el gen HA de RG10-0036-2 utilizando mutagénesis 25 

dirigida de sitio 
Número de sitios de glicosilación 

unidos a N adicionales 
Cambio de nucleótido Cambio de aminoácido 

1 G212A S71N 
2 G212A, G270T S71N, K90N 
3 G212A, G270T, C517-718AC, S71N, K90N, L173T 
4 G212A, G270T, C517-718AC, C859A S71N, K90N, L173T, P287T 
5 G212A, G270T, C517-718AC, 

C859A, A881C 
S71N, K90N, L173T, P287T, K294T 

 
[0089] El rescate de virus recombinantes se realizó como se ha descrito previamente (Hoffmann E, et al. 2000). En 
resumen, las células 293T y MDCK fueron cocultivadas en Opti-MEM I que contenía 5% de SFB en placas de 6 pocillos 
con aproximadamente 1 x106 células de cada 293T y MDCK aproximadamente 18 horas antes de la transfección. Cien 30 

nanogramos de cada uno de los ocho plásmidos se agruparon en 100 µl de Opti-MEM I y se combinaron con 100 µl de 
Opti-MEM que contenía 3 µl de Lipofectamina (Invitrogen) y se incubaron a temperatura ambiente 15 minutos antes de 
diluirse a 1 ml con Opti-MEM I y se transfirieron a un único pocillo de la placa de 6 pocillos. Las placas se incubaron a 37ºC 
con 5% de CO2 durante 6 horas antes de que la mezcla de transfección se sustituyó con Opti-MEM I. A las 24 horas 
después de la transfección, se transfirieron 1,5 ml a una placa de 6 pocillos de células MDCK confluentes y se añadieron 35 

1,5 ml de DMEM que contenían 1 µg/ml de tripsina tratada con TPCK. Los virus se recogieron el día 5 después de la 
infección y sus títulos se determinaron mediante el ensayo de HA. Los genes de la HA de los virus rescatados se 
secuenciaron para verificar la secuencia correcta. 
 
[0090] Resultados. El análisis genético de los sitios de glicosilación unidos a N predichos (NXS/T) encontró sitios en N28, 40 

N40, N104, N142, N176, N303, N497 y N556 para el virus de 10-0036-2. Se utilizó mutagénesis dirigida de sitio para añadir 
un 1-5 sitios de glicosilación unidos a N adicionales a la porción de cabeza globular de HA (tabla 1). Después del rescate 
del virus del cultivo celular, los virus mutantes se caracterizaron mediante los estudios de crecimiento en células ST. Se 
realizaron estudios de crecimiento, ya que los virus atenuados a menudo demuestran una disminución de las tasas de 
crecimiento y los títulos in vitro. Los virus mutantes con 4 o 5 sitios de glicosilación unidos a N adicionales mostraron tales 45 

defectos de crecimiento, lo que sugiere que la glicosilación adicional atenuó el virus. Los virus atenuados se evaluaron a 
continuación en cerdos para evaluar su virulencia in vivo y caracterizar la respuesta inmunitaria contra estos virus 
mutantes. 
 
Ejemplo 2 - Eficacia de las vacunas de la gripe por cina atenuadas en cerdos 50 
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[0091] Materiales y Procedimientos. Se separaron sesenta cerdos de buena salud de 3 semanas de vida (SIV seronegativo 
confirmado por IDEXX FlockChek ELISA) en 4 grupos de 15 en habitaciones separadas. En el día 0 (d0), los cerdos se 
inocularon por vía intranasal con 2 ml de 6,0 TCID50/ml de virus. El grupo 1 fue falsamente infectado con medio de cultivo 
celular (DMEM). El grupo 2 recibió 10-0036-2 n + 5. El grupo 3 recibió 10-0036-2 n + 4 (un mutante con 4 sitios de 
glicosilación adicionales; similar a n + 5, pero que carece de la mutación A881C [K294T]). El grupo 4 recibió 10-0036-2 5 

parental (sin mutaciones) creado por genética inversa. Los cerdos se frotaron con un algodón (nasal) en el día 0 y las 
muestras se desarrollaron mediante QPCR para la detección de SIV para verificar que no hay infección activa. Los 
resultados se resumen en la Tabla 2. Para las Tablas 2 y 3, los grupos con diferentes letras tienen promedios 
estadísticamente diferentes (P <0,05). Por ejemplo, "A" es estadísticamente diferente de "B", y "BC" es estadísticamente 
diferente de "A", pero no "B" o "C".  10 

 
Tabla 2 Estudio de vacunación 

 
Vacunación 

(H1N2) 
Frotis nasal, día 

3 (TCID50/ml) 
Frotis nasal, día 

5 (TCID50/ml) 
Título del 

pulmón, día 5 
(TCID50/ml)  

Puntuación del 
pulmón 

Puntuación IHC  

Control neg. 0,0 A 0,0 A 0,0 A 0,0 A 0,0 A 
mutante n+ 4 3,1 B 2,8 B 0,9 B 0,0 A 0,0 A 
mutante n+5 2,6 C 2,7 B 0,4 C 0,2 A 0,2 A 

parental 4,1 D 3,2 C 5,4 B 1,5 B 2,0 B 
 

[0092] Frotis nasales recogidos en los días 1, 3 y 5. Se sacrificaron cinco cerdos de cada grupo en el día 5 y se recogieron 15 

muestras de pulmón. Los frotis del día 1 fueron analizados por QPCR. Los frotis de los días 3 y 5, así como las muestras 
de pulmón se titularon para SIV. Los pulmones fueron enviados a un laboratorio de la University Diagnostic para el análisis 
histopatológico e IHC. En el día 21 los cerdos fueron revacunados como anteriormente. Estos resultados demuestran que 
los mutantes que contienen 4 o 5 sitios de glicosilación unidos a N adicionales se atenúan y son no virulentos en cerdos, 
de acuerdo con los estudios de crecimiento in vitro. Las titulaciones de los frotis nasales indicaron que el virus era capaz 20 

de replicarse in vivo, sin embargo, la ausencia de virus en los pulmones y la falta de daño pulmonar sugieren una 
replicación limitada al tracto respiratorio superior. Se ha demostrado que las mutaciones en otros genes de la gripe que 
confieren sensibilidad a la temperatura limitan la infección al tracto respiratorio superior y son la base de la vacuna de la 
gripe atenuada viva humana FluMist®. 
 25 

[0093]  En el día 31, los cerdos fueron estimulados con un aislado de campo 12-1110-1 (H3N2). Los resultados del estudio 
de estimulación se resumen en la Tabla 3. Para la estimulación (realizada de forma comparable a Richt et al 2006, J. 
Virology 80 (22): 11.009-11.018), se administraron por vía intranasal 2 ml de 4,6 TCID50/ml. La sangre y los frotis nasales 
se recogieron en el día 31 antes de la estimulación. Los frotis nasales se recogieron en los días 0 y 1, y se analizaron por 
QPCR. Los frotis nasales se recogieron en los días 3 y 5 y el título de SIV de determinó por titulación. Todos los cerdos 30 

fueron sacrificados en el día 5 y las muestras de pulmón fueron analizadas por titulación. Las muestras de pulmón se 
analizaron como anteriormente.  
 

Tabla 3. Estudio de estimulación 
 35 

Estimulación 
H3N2 

Frotis nasal, día 
3 (TCID50/ml) 

Frotis nasal, día 
5 (TCID50/ml) 

Título del 
pulmón, día 5 

(TCID50/ml)  

Puntuación del 
pulmón 

Puntuación IHC  

Control neg. 5,4 A 5,8 A 3,0 A 1,6 A 1,5 A 
mutante n+ 4 2,3 B 0,7 B 0,0 B 0,0 B 0,0 B 
mutante n+5 2,9 BC 1,8 C 0,1 B 0,0 B 0,0 B 

parental 0,5 C 0,9 BC 0,0 B 0,0 B 0,0 B 
 
[0094]  Estos resultados demuestran que los cerdos vacunados con mutantes n + 4 o n + 5 fueron protegidos de la 
enfermedad, como es evidente por la falta de virus en los pulmones por valoración e IHC, así como por la falta de 
evidencias de lesiones pulmonares. Los cerdos sin tratar (control negativo) fueron infectados fácilmente con el virus de 
estimulación H3N2 y mostraron una enfermedad de la gripe clásica. Los cerdos previamente infectados con el virus 40 

parental 10-0036-2 también estaban protegidos de la estimulación con H3N2. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 
[0095] 45 

<110>  Merial Limited 
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       Hause, Ben 
  
<120>  Vacunas atenuadas de la gripe porcina y procedimientos de fabricación y 
uso de las mismas 
 5 

<130>  MER 12-202P 
 
<160>  30     
 
<170>  PatentIn version 3.5 10 

 
<210>  1 
<211>  2277 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 15 

 
<400>  1 
atggagagaa taaaagaact aagagatctg atgtcgcagt ctcgcactcg cgagatactc       60 
 
acaaagacca ctgtggacca tatggccata atcaaaaagt acacatcagg aaggcaagag      120 20 

 
aagaaccccg cactcagaat gaagtggatg atggcaatga aatacccaat tacagcagac      180 
 
aagagaataa tggacatgat tccagagagg aatgaacaag gacaaaccct ctggagcaaa      240 
 25 

acaaacgatg ctggatcgga ccgtgtgatg gtatcacccc tggccgtaac atggtggaat      300 
 
aggaatggcc caacaacaag cacagttcac taccctaagg tatataaaac ttatttcgaa      360 
 
aagatcgaaa ggttaaaaca tggtatcttt ggccctgtcc acttcagaaa tcaagttaaa      420 30 

 
ataagaagga gggttgacac aaaccctggt catgcagatc tcagtgccaa ggaggcacag      480 
 
gatgtgatca tggaagttgt tttcccaaat gaagtggggg caagagtact gacgtcagag      540 
 35 

tcacagctga caataacaaa ggaaaagaaa gaagagctcc aggattgtaa gattgctccc      600 
 
ctgatggtgg catacatgct agaaagagag ttggttcgca agacgaggtt tctcccggtg      660 
 
gctggtggaa caagcagtgt ttatattgaa gtgctacact taactcaggg aacatgctgg      720 40 

 
gaacaaatgt acactccagg aggagaagtg agaaatgatg atgttgacca aagtttgatt      780 
 
atcgctgcta gaaacatagt aagaagagca gcagtgtcag cagacccatt agcatctctc      840 
 45 

ttggaaatgt gccacagcac acagattgga ggaataagga tggtggacat ccttagacag      900 
 
aacccaacgg aggaacaagc cgtagacata tgcaaggcag caatggggct gaggattagc      960 
 
tcttctttca gctttggtgg gttcaccttc aaaagaacaa gcggatcatc agttaagaaa     1020 50 

 
gaagaagaag tgctcacggg caacctccaa acactgaaaa taagagtaca tgaaggatat     1080 
 
gaagaattca caatggtagg gagaagagca actgctattc tcagaaaagc aaccaggaga     1140 
 55 

ttgatccagt taatagtaag tgggagagac gatcaatcaa ttgctgaggc aataattgta     1200 
 
gccatggtat tttcacaaga ggattgcatg atcaaggcag ttaggggcga tctgaacttt     1260 
 
gtcaataggg caaaccagcg actgaatccc atgcaccaac tcttgaggca tttccaaaaa     1320 60 

 
gatgcaaaag tgcttttcca gaactgggga attgaaccca tcgacagtgt gatgggaatg     1380 
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atcgggatat tgcctgatat gaccccaagc acggaaatgt cgctgagagg tataagagtc     1440 
 
agcaaaatgg gagtagatga gtattccagc acggagagag tggtagtgag cattgaccga     1500 
 
tttttgagag ttcgggatca acgagggaac gtactattgt cccccgaaga ggtcagcgag     1560 5 

 
acacaaggaa ctgagaaatt gacaataact tattcgtcat caatgatgtg ggagatcaat     1620 
 
ggtcctgagt cagtgctggt caacacttat caatggatca taaggaattg ggaaagcttg     1680 
 10 

aaaattcaat ggtcacaaga tcccacgatg ttatacaaca aaatggaatt tgaaccattc     1740 
 
cagtctcttg tccctaaggc aaccagaagt cgttacagtg gattcgtgag gacactgttc     1800 
 
cagcaaatgc gggatgtgct tggaacattt gacactgtcc aaataataaa acttctcccc     1860 15 

 
tttgctgctg ctccaccgga acagagtagg atacagttct cctcgctgac tgtgaatgtg     1920 
 
agaggatcag ggctgaggat actggtaaga ggcaattctc cagtgttcaa ttacaacaaa     1980 
 20 

gcaaccaaaa ggcttacaat tcttggaaaa gatgcaggtg cattgactga agatccagat     2040 
 
gaaggcacag ctggagtgga gtctgctgtc ctgaggggat tcctcatttt gggtaaagaa     2100 
 
gacaagagat atggcccagc attaagcatc aatgaactga gcaatcttgc aaaaggagag     2160 25 

 
aaggctaatg tgttaattgg gcaaggagac gtggtgttgg taatgaaacg gaaacggaac     2220 
 
tctagcatac ttactgacag ccagacagcg accaaaagaa ttcggatggc catcaat        2277 
 30 

 
<210>  2 
<211>  759 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 35 

 
<400>  2 
 
Met Glu Arg Ile Lys Glu Leu Arg Asp Leu Met Ser Gln Ser Arg Thr  
1               5                   10                  15       40 

 
 
Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr Val Asp His Met Ala Ile Ile Lys  
            20                  25                  30           
 45 

 
Lys Tyr Thr Ser Gly Arg Gln Glu Lys Asn Pro Ala Leu Arg Met Lys  
        35                  40                  45               
 
 50 

Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile Thr Ala Asp Lys Arg Ile Met  
    50                  55                  60                   
 
 
Asp Met Ile Pro Glu Arg Asn Glu Gln Gly Gln Thr Leu Trp Ser Lys  55 

65                  70                  75                  80   
 
 
Thr Asn Asp Ala Gly Ser Asp Arg Val Met Val Ser Pro Leu Ala Val  
                85                  90                  95       60 

 
 
Thr Trp Trp Asn Arg Asn Gly Pro Thr Thr Ser Thr Val His Tyr Pro  
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            100                 105                 110          
 
 
Lys Val Tyr Lys Thr Tyr Phe Glu Lys Ile Glu Arg Leu Lys His Gly  
        115                 120                 125              5 

 
 
Ile Phe Gly Pro Val His Phe Arg Asn Gln Val Lys Ile Arg Arg Arg  
    130                 135                 140                  
 10 

 
Val Asp Thr Asn Pro Gly His Ala Asp Leu Ser Ala Lys Glu Ala Gln  
145                 150                 155                 160  
 
 15 

Asp Val Ile Met Glu Val Val Phe Pro Asn Glu Val Gly Ala Arg Val  
                165                 170                 175      
 
 
Leu Thr Ser Glu Ser Gln Leu Thr Ile Thr Lys Glu Lys Lys Glu Glu  20 

            180                 185                 190          
 
 
Leu Gln Asp Cys Lys Ile Ala Pro Leu Met Val Ala Tyr Met Leu Glu  
        195                 200                 205              25 

 
 
Arg Glu Leu Val Arg Lys Thr Arg Phe Leu Pro Val Ala Gly Gly Thr  
    210                 215                 220                  
 30 

 
Ser Ser Val Tyr Ile Glu Val Leu His Leu Thr Gln Gly Thr Cys Trp  
225                 230                 235                 240  
 
 35 

Glu Gln Met Tyr Thr Pro Gly Gly Glu Val Arg Asn Asp Asp Val Asp  
                245                 250                 255      
 
 
Gln Ser Leu Ile Ile Ala Ala Arg Asn Ile Val Arg Arg Ala Ala Val  40 

            260                 265                 270          
 
 
Ser Ala Asp Pro Leu Ala Ser Leu Leu Glu Met Cys His Ser Thr Gln  
        275                 280                 285              45 

 
 
Ile Gly Gly Ile Arg Met Val Asp Ile Leu Arg Gln Asn Pro Thr Glu  
    290                 295                 300                  
 50 

 
Glu Gln Ala Val Asp Ile Cys Lys Ala Ala Met Gly Leu Arg Ile Ser  
305                 310                 315                 320  
 
 55 

Ser Ser Phe Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys Arg Thr Ser Gly Ser  
                325                 330                 335      
 
 
Ser Val Lys Lys Glu Glu Glu Val Leu Thr Gly Asn Leu Gln Thr Leu  60 

            340                 345                 350          
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Lys Ile Arg Val His Glu Gly Tyr Glu Glu Phe Thr Met Val Gly Arg  
        355                 360                 365              
 
 
Arg Ala Thr Ala Ile Leu Arg Lys Ala Thr Arg Arg Leu Ile Gln Leu  5 

    370                 375                 380                  
 
 
Ile Val Ser Gly Arg Asp Asp Gln Ser Ile Ala Glu Ala Ile Ile Val  
385                 390                 395                 400  10 

 
 
Ala Met Val Phe Ser Gln Glu Asp Cys Met Ile Lys Ala Val Arg Gly  
                405                 410                 415      
 15 

 
Asp Leu Asn Phe Val Asn Arg Ala Asn Gln Arg Leu Asn Pro Met His  
            420                 425                 430          
 
 20 

Gln Leu Leu Arg His Phe Gln Lys Asp Ala Lys Val Leu Phe Gln Asn  
        435                 440                 445              
 
 
Trp Gly Ile Glu Pro Ile Asp Ser Val Met Gly Met Ile Gly Ile Leu  25 

    450                 455                 460                  
 
 
Pro Asp Met Thr Pro Ser Thr Glu Met Ser Leu Arg Gly Ile Arg Val  
465                 470                 475                 480  30 

 
 
Ser Lys Met Gly Val Asp Glu Tyr Ser Ser Thr Glu Arg Val Val Val  
                485                 490                 495      
 35 

 
Ser Ile Asp Arg Phe Leu Arg Val Arg Asp Gln Arg Gly Asn Val Leu  
            500                 505                 510          
 
 40 

Leu Ser Pro Glu Glu Val Ser Glu Thr Gln Gly Thr Glu Lys Leu Thr  
        515                 520                 525              
 
 
Ile Thr Tyr Ser Ser Ser Met Met Trp Glu Ile Asn Gly Pro Glu Ser  45 

    530                 535                 540                  
 
 
Val Leu Val Asn Thr Tyr Gln Trp Ile Ile Arg Asn Trp Glu Ser Leu  
545                 550                 555                 560  50 

 
 
Lys Ile Gln Trp Ser Gln Asp Pro Thr Met Leu Tyr Asn Lys Met Glu  
                565                 570                 575      
 55 

 
Phe Glu Pro Phe Gln Ser Leu Val Pro Lys Ala Thr Arg Ser Arg Tyr  
            580                 585                 590          
 
 60 

Ser Gly Phe Val Arg Thr Leu Phe Gln Gln Met Arg Asp Val Leu Gly  
        595                 600                 605              
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Thr Phe Asp Thr Val Gln Ile Ile Lys Leu Leu Pro Phe Ala Ala Ala  
    610                 615                 620                  
 
 5 

Pro Pro Glu Gln Ser Arg Ile Gln Phe Ser Ser Leu Thr Val Asn Val  
625                 630                 635                 640  
 
 
Arg Gly Ser Gly Leu Arg Ile Leu Val Arg Gly Asn Ser Pro Val Phe  10 

                645                 650                 655      
 
 
Asn Tyr Asn Lys Ala Thr Lys Arg Leu Thr Ile Leu Gly Lys Asp Ala  
            660                 665                 670          15 

 
 
Gly Ala Leu Thr Glu Asp Pro Asp Glu Gly Thr Ala Gly Val Glu Ser  
        675                 680                 685              
 20 

 
Ala Val Leu Arg Gly Phe Leu Ile Leu Gly Lys Glu Asp Lys Arg Tyr  
    690                 695                 700                  
 
 25 

Gly Pro Ala Leu Ser Ile Asn Glu Leu Ser Asn Leu Ala Lys Gly Glu  
705                 710                 715                 720  
 
 
Lys Ala Asn Val Leu Ile Gly Gln Gly Asp Val Val Leu Val Met Lys  30 

                725                 730                 735      
 
 
Arg Lys Arg Asn Ser Ser Ile Leu Thr Asp Ser Gln Thr Ala Thr Lys  
            740                 745                 750          35 

 
 
Arg Ile Arg Met Ala Ile Asn  
        755                  
 40 

 
<210>  3 
<211>  2271 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 45 

 
<400>  3 
atggatgtca acccgactct acttttccta aaggttccag cgcaaaatgc cataagcacc       60 
 
acattccctt atactggaga tcctccatac agccatggaa caggaacagg atacaccatg      120 50 

 
gacacagtca acagaacaca ccagtattca gaaaaaggga aatggacgac aaacacagag      180 
 
actggggcac cccagctcaa cccgattgat ggaccactac ccgatgataa tgaaccaagt      240 
 55 

gggtatgcac aaacagactg tgtcctggag gccatggctt tccttgaaga atcccaccca      300 
 
gggatatttg agaattcatg ccttgaaaca atggaaattg tccaacaaac aagggtggat      360 
 
aaactaactc aaggtcgcca gacttatgat tggacattaa acagaaatca accggcagca      420 60 

 
actgcattgg ccaacaccat agaagttttt agatcaaacg gtctaacagc taatgagtca      480 
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ggaaggctaa tagatttcct aaaggatgta atggaatcaa tggataagga ggaaatagag      540 
 
ataacaacac attttcaaag aaaaaggaga gtaagagaca acatgaccaa gaagatggtc      600 
 
acacaaagaa caatagggaa gaaaaaacaa aaattgaata agagaagtta tctaataaga      660 5 

 
gcactgacat tgaatacgat gaccaaagat gcagagagag gcaagttaaa aaggagggct      720 
 
atcgcaacac ctgggatgca gattagaggg ttcgtgtact ttgttgagac tttagctaga      780 
 10 

agcatctgcg aaaagcttga acagtccgga ctcccagtag ggggcaatga aaagaaagcc      840 
 
aaattggcaa atgttgtgag aaagatgatg actaattcac aagacacaga gctttctttc      900 
 
acaatcactg gagataacac taaatggaat gaaaaccaga atcctcgaat gttcctggcg      960 15 

 
atgatcacat acattaccag aaatcaaccc gagtggttca gaaacatact gagtatggca     1020 
 
ccaataatgt tctcaaacaa aatggcaaga ctaggaaaag ggtacatgtt cgagagtaaa     1080 
 20 

agaatgaagc tccgaacaca ggtaccagca gaaatgctag caagcattga tcttaagtat     1140 
 
ttcaatgaat caacaaggaa gaaaattgag aaaataaggc ctctcctaat agatggcaca     1200 
 
gcatcattga gccctgggat gatgatgggc atgttcaaca tgctaagtac ggttttggga     1260 25 

 
gtctcaatac tgaatcttgg acaaaagaaa tacaccagga caacatactg gtgggatgga     1320 
 
ctccaatcct cagacgattt tgccctcata gtaaatgcac caaatcatga gggaatacaa     1380 
 30 

gcaggagtgg atagattcta caggacctgc aagttagtag ggatcaacat gagcaaaaag     1440 
 
aagtcctata taaataagac tgggacattt gaattcacaa gcttttttta tcgctatggg     1500 
 
tttgtagcta attttagcat ggagctgccc agttttggag tgtctggaat aaacgaatca     1560 35 

 
gctgatatga gcatcggagt aacagtgata aagaacaaca tgataaataa tgatcttgga     1620 
 
cctgcaacag cccagatggc cctccagttg ttcatcaaag actacagata cacatataga     1680 
 40 

tgccatagag gggacacaca aatccagacg agaagatcat tcgagctaaa gagcctgtgg     1740 
 
aatcaaactc aatcaaaggc aggattatta gtatctgatg gaggaccaaa tttatacaat     1800 
 
atccggaatc ttcacattcc tgaagtctgc ttaaaatggg agctaatgga tgaggattat     1860 45 

 
cggggaagac tttgtaatcc cctgaatccc tttgtcagcc ataaagagat tgattctgta     1920 
 
aacagtgctg tggtgatgcc agcccatggt ccagccaaaa gtatggagta tgatgccgtt     1980 
 50 

gcaactacac actcctggat tcccaagagg aaccgctcta ttctcaacac aagccaaagg     2040 
 
ggaattcttg aggatgaaca gatgtaccag aagtgctgca acctgttcga gaaatttttc     2100 
 
cctagtagtt catacagaag accagttgga atttctagca tggtggaggc catggtgtct     2160 55 

 
agggcccgga ttgatgccag gattgacttc gagtctggac ggattaagaa agaagagttc     2220 
 
tctgagatca tgaagatctg ttccaccatt gaagaactca gacggcaaaa g              2271 
 60 

 
<210>  4 
<211>  757 
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<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  4 
 5 

Met Asp Val Asn Pro Thr Leu Leu Phe Leu Lys Val Pro Ala Gln Asn  
1               5                   10                  15       
 
 
Ala Ile Ser Thr Thr Phe Pro Tyr Thr Gly Asp Pro Pro Tyr Ser His  10 

            20                  25                  30           
 
 
Gly Thr Gly Thr Gly Tyr Thr Met Asp Thr Val Asn Arg Thr His Gln  
        35                  40                  45               15 

 
 
Tyr Ser Glu Lys Gly Lys Trp Thr Thr Asn Thr Glu Thr Gly Ala Pro  
    50                  55                  60                   
 20 

 
Gln Leu Asn Pro Ile Asp Gly Pro Leu Pro Asp Asp Asn Glu Pro Ser  
65                  70                  75                  80   
 
 25 

Gly Tyr Ala Gln Thr Asp Cys Val Leu Glu Ala Met Ala Phe Leu Glu  
                85                  90                  95       
 
 
Glu Ser His Pro Gly Ile Phe Glu Asn Ser Cys Leu Glu Thr Met Glu  30 

            100                 105                 110          
 
 
Ile Val Gln Gln Thr Arg Val Asp Lys Leu Thr Gln Gly Arg Gln Thr  
        115                 120                 125              35 

 
 
Tyr Asp Trp Thr Leu Asn Arg Asn Gln Pro Ala Ala Thr Ala Leu Ala  
    130                 135                 140                  
 40 

 
Asn Thr Ile Glu Val Phe Arg Ser Asn Gly Leu Thr Ala Asn Glu Ser  
145                 150                 155                 160  
 
 45 

Gly Arg Leu Ile Asp Phe Leu Lys Asp Val Met Glu Ser Met Asp Lys  
                165                 170                 175      
 
 
Glu Glu Ile Glu Ile Thr Thr His Phe Gln Arg Lys Arg Arg Val Arg  50 

            180                 185                 190          
 
 
Asp Asn Met Thr Lys Lys Met Val Thr Gln Arg Thr Ile Gly Lys Lys  
        195                 200                 205              55 

 
 
Lys Gln Lys Leu Asn Lys Arg Ser Tyr Leu Ile Arg Ala Leu Thr Leu  
    210                 215                 220                  
 60 

 
Asn Thr Met Thr Lys Asp Ala Glu Arg Gly Lys Leu Lys Arg Arg Ala  
225                 230                 235                 240  
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Ile Ala Thr Pro Gly Met Gln Ile Arg Gly Phe Val Tyr Phe Val Glu  
                245                 250                 255      
 5 

 
Thr Leu Ala Arg Ser Ile Cys Glu Lys Leu Glu Gln Ser Gly Leu Pro  
            260                 265                 270          
 
 10 

Val Gly Gly Asn Glu Lys Lys Ala Lys Leu Ala Asn Val Val Arg Lys  
        275                 280                 285              
 
 
Met Met Thr Asn Ser Gln Asp Thr Glu Leu Ser Phe Thr Ile Thr Gly  15 

    290                 295                 300                  
 
 
Asp Asn Thr Lys Trp Asn Glu Asn Gln Asn Pro Arg Met Phe Leu Ala  
305                 310                 315                 320  20 

 
 
Met Ile Thr Tyr Ile Thr Arg Asn Gln Pro Glu Trp Phe Arg Asn Ile  
                325                 330                 335      
 25 

 
Leu Ser Met Ala Pro Ile Met Phe Ser Asn Lys Met Ala Arg Leu Gly  
            340                 345                 350          
 
 30 

Lys Gly Tyr Met Phe Glu Ser Lys Arg Met Lys Leu Arg Thr Gln Val  
        355                 360                 365              
 
 
Pro Ala Glu Met Leu Ala Ser Ile Asp Leu Lys Tyr Phe Asn Glu Ser  35 

    370                 375                 380                  
 
 
Thr Arg Lys Lys Ile Glu Lys Ile Arg Pro Leu Leu Ile Asp Gly Thr  
385                 390                 395                 400  40 

 
 
Ala Ser Leu Ser Pro Gly Met Met Met Gly Met Phe Asn Met Leu Ser  
                405                 410                 415      
 45 

 
Thr Val Leu Gly Val Ser Ile Leu Asn Leu Gly Gln Lys Lys Tyr Thr  
            420                 425                 430          
 
 50 

Arg Thr Thr Tyr Trp Trp Asp Gly Leu Gln Ser Ser Asp Asp Phe Ala  
        435                 440                 445              
 
 
Leu Ile Val Asn Ala Pro Asn His Glu Gly Ile Gln Ala Gly Val Asp  55 

    450                 455                 460                  
 
 
Arg Phe Tyr Arg Thr Cys Lys Leu Val Gly Ile Asn Met Ser Lys Lys  
465                 470                 475                 480  60 

 
 
Lys Ser Tyr Ile Asn Lys Thr Gly Thr Phe Glu Phe Thr Ser Phe Phe  
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                485                 490                 495      
 
 
Tyr Arg Tyr Gly Phe Val Ala Asn Phe Ser Met Glu Leu Pro Ser Phe  
            500                 505                 510          5 

 
 
Gly Val Ser Gly Ile Asn Glu Ser Ala Asp Met Ser Ile Gly Val Thr  
        515                 520                 525              
 10 

 
Val Ile Lys Asn Asn Met Ile Asn Asn Asp Leu Gly Pro Ala Thr Ala  
    530                 535                 540                  
 
 15 

Gln Met Ala Leu Gln Leu Phe Ile Lys Asp Tyr Arg Tyr Thr Tyr Arg  
545                 550                 555                 560  
 
 
Cys His Arg Gly Asp Thr Gln Ile Gln Thr Arg Arg Ser Phe Glu Leu  20 

                565                 570                 575      
 
 
Lys Ser Leu Trp Asn Gln Thr Gln Ser Lys Ala Gly Leu Leu Val Ser  
            580                 585                 590          25 

 
 
Asp Gly Gly Pro Asn Leu Tyr Asn Ile Arg Asn Leu His Ile Pro Glu  
        595                 600                 605              
 30 

 
Val Cys Leu Lys Trp Glu Leu Met Asp Glu Asp Tyr Arg Gly Arg Leu  
    610                 615                 620                  
 
 35 

Cys Asn Pro Leu Asn Pro Phe Val Ser His Lys Glu Ile Asp Ser Val  
625                 630                 635                 640  
 
 
Asn Ser Ala Val Val Met Pro Ala His Gly Pro Ala Lys Ser Met Glu  40 

                645                 650                 655      
 
 
Tyr Asp Ala Val Ala Thr Thr His Ser Trp Ile Pro Lys Arg Asn Arg  
            660                 665                 670          45 

 
 
Ser Ile Leu Asn Thr Ser Gln Arg Gly Ile Leu Glu Asp Glu Gln Met  
        675                 680                 685              
 50 

 
Tyr Gln Lys Cys Cys Asn Leu Phe Glu Lys Phe Phe Pro Ser Ser Ser  
    690                 695                 700                  
 
 55 

Tyr Arg Arg Pro Val Gly Ile Ser Ser Met Val Glu Ala Met Val Ser  
705                 710                 715                 720  
 
 
Arg Ala Arg Ile Asp Ala Arg Ile Asp Phe Glu Ser Gly Arg Ile Lys  60 

                725                 730                 735      
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Lys Glu Glu Phe Ser Glu Ile Met Lys Ile Cys Ser Thr Ile Glu Glu  
            740                 745                 750          
 
 
Leu Arg Arg Gln Lys  5 

        755          
 
 
<210>  5 
<211>  2148 10 

<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  5 
atggaagact ttgtgcgaca atgcttcaat ccaatgatcg tcgagcttgc ggaaaaggca       60 15 

 
atgaaagaat atggagaaga tccgaaaatt gaaactaaca aattcgctgc aatatgcaca      120 
 
cacttggaag tatgtttcat gtattcagat ttccatttca ttgacgagcg gggtgaatca      180 
 20 

atcattgtag aatctggtga tccaaatgca ttactgaagc accgatttga gataattgaa      240 
 
ggacgagacc ggaccatggc ctggacagta gtgaacagta tctgcaacac cacaggggta      300 
 
gagaagccta aatttcttcc ggatttatac gactacaaag aaaatcggtt cattgaaatt      360 25 

 
ggagtgacac gaagggaggt ccacatatac tacctagaga aagccaacaa aataaaatcc      420 
 
gagaagacac acattcacat tttttcattc actggagagg agatggccac caaagcagac      480 
 30 

tacacccttg atgaagaaag cagggcaaga atcaaaacca ggcttttcac cataagacaa      540 
 
gaaatggcaa gtaggggtct atgggattcc tttcgtcagt ccgaaagagg cgaggagaca      600 
 
attgaagaaa gatttgaaat tacaggaacc atgcgcagac ttgccgacca aagtctccca      660 35 

 
ccgaacttct ccagtcttga aaactttaga gcttatgtag atgggttcga accaaacggc      720 
 
tgcattgagg gcaagctttc tcaaatgtca aaagaagtga gcgcccaaat tgaacccttc      780 
 40 

ttgaagacaa caccacgccc tctaaaattg cctgatgggc ctccttgctc tcagcggtca      840 
 
aagttcttgc tgatggatgc tctgaaacta agtattgaag acccgagtca tgaaggagaa      900 
 
ggaataccac tatatgatgc aatcaagtgc atgaagacat tttttggctg gaaagaaccc      960 45 

 
aacataatca aaccacatga gaaaggcata aaccccaatt acctactggc ttggaagcag     1020 
 
gtgctagcag agctccaaga cattgaaaat gaagagaaga tcccaaagac aaagaacatg     1080 
 50 

aggagaacaa gccaattgaa gtgggcactc ggtgagaata tggcaccaga gaaagtagat     1140 
 
tttgatgact gcaaagatgt tggtgatctt aaacagtatg acagcgacga gccagagccc     1200 
 
agatctctag caagttgggt ccaaaatgaa ttcaacaagg catgtgaatt gaccgattca     1260 55 

 
agctggatag aacttgatga gataggagaa gatattgcac cgattgaaca catcgcaagt     1320 
 
atgaggagga actattttac agcagaagtg tcccattgta gggctacgga atacataatg     1380 
 60 

aagggagtgt acataaacac ggctttgctt aatgcatctt gtgcagccat ggatgacttt     1440 
 
cagctgatcc caatgataag caaatgcagg accaaagaag gaagacgaaa aacaaatctg     1500 
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tatgggttca ttataaaagg aaggtcccat ctgaggaatg atactgacgt ggtgaacttt     1560 
 
gtaagcatgg agttctccct caccgacccg agactggagc cacacaaatg ggaaaaatac     1620 
 5 

tgtgttcttg aaataggaga catgctcctg aggactgcga taggccaagt gtcgaggccc     1680 
 
atgttcttat atgtgagaac caatggaacc tccaagatca agatgaaatg gggcatggaa     1740 
 
atgaggcgct gccttcttca atctcttcag cagattgaga gcatgattga ggctgagtct     1800 10 

 
tctgtaaaag agaaagacat gaccaaggaa ttttttgaaa acaaatcgga aacatggcca     1860 
 
attggagaat cacccaaagg agtggaggaa ggctctattg ggaaagtgtg caggacctta     1920 
 15 

ctggcaaaat ctgtattcaa cagtctatac gcgtctccac aacttgaggg attttcggct     1980 
 
gaatcgagaa agttgcttct cattgttcag gcacttaggg acaacctgga acctggaacc     2040 
 
ttcgatcttg gggggctata tgaagcaatc gaggagtgcc tgattaatga tccctgggtt     2100 20 

 
ttgcttaatg catcttggtt caactccttc ctcacacatg cactgaaa                  2148 
 
 
<210>  6 25 

<211>  716 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  6 30 

 
Met Glu Asp Phe Val Arg Gln Cys Phe Asn Pro Met Ile Val Glu Leu  
1               5                   10                  15       
 
 35 

Ala Glu Lys Ala Met Lys Glu Tyr Gly Glu Asp Pro Lys Ile Glu Thr  
            20                  25                  30           
 
 
Asn Lys Phe Ala Ala Ile Cys Thr His Leu Glu Val Cys Phe Met Tyr  40 

        35                  40                  45               
 
 
Ser Asp Phe His Phe Ile Asp Glu Arg Gly Glu Ser Ile Ile Val Glu  
    50                  55                  60                   45 

 
 
Ser Gly Asp Pro Asn Ala Leu Leu Lys His Arg Phe Glu Ile Ile Glu  
65                  70                  75                  80   
 50 

 
Gly Arg Asp Arg Thr Met Ala Trp Thr Val Val Asn Ser Ile Cys Asn  
                85                  90                  95       
 
 55 

Thr Thr Gly Val Glu Lys Pro Lys Phe Leu Pro Asp Leu Tyr Asp Tyr  
            100                 105                 110          
 
 
Lys Glu Asn Arg Phe Ile Glu Ile Gly Val Thr Arg Arg Glu Val His  60 

        115                 120                 125              
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Ile Tyr Tyr Leu Glu Lys Ala Asn Lys Ile Lys Ser Glu Lys Thr His  
    130                 135                 140                  
 
 
Ile His Ile Phe Ser Phe Thr Gly Glu Glu Met Ala Thr Lys Ala Asp  5 

145                 150                 155                 160  
 
 
Tyr Thr Leu Asp Glu Glu Ser Arg Ala Arg Ile Lys Thr Arg Leu Phe  
                165                 170                 175      10 

 
 
Thr Ile Arg Gln Glu Met Ala Ser Arg Gly Leu Trp Asp Ser Phe Arg  
            180                 185                 190          
 15 

 
Gln Ser Glu Arg Gly Glu Glu Thr Ile Glu Glu Arg Phe Glu Ile Thr  
        195                 200                 205              
 
 20 

Gly Thr Met Arg Arg Leu Ala Asp Gln Ser Leu Pro Pro Asn Phe Ser  
    210                 215                 220                  
 
 
Ser Leu Glu Asn Phe Arg Ala Tyr Val Asp Gly Phe Glu Pro Asn Gly  25 

225                 230                 235                 240  
 
 
Cys Ile Glu Gly Lys Leu Ser Gln Met Ser Lys Glu Val Ser Ala Gln  
                245                 250                 255      30 

 
 
Ile Glu Pro Phe Leu Lys Thr Thr Pro Arg Pro Leu Lys Leu Pro Asp  
            260                 265                 270          
 35 

 
Gly Pro Pro Cys Ser Gln Arg Ser Lys Phe Leu Leu Met Asp Ala Leu  
        275                 280                 285              
 
 40 

Lys Leu Ser Ile Glu Asp Pro Ser His Glu Gly Glu Gly Ile Pro Leu  
    290                 295                 300                  
 
 
Tyr Asp Ala Ile Lys Cys Met Lys Thr Phe Phe Gly Trp Lys Glu Pro  45 

305                 310                 315                 320  
 
 
Asn Ile Ile Lys Pro His Glu Lys Gly Ile Asn Pro Asn Tyr Leu Leu  
                325                 330                 335      50 

 
 
Ala Trp Lys Gln Val Leu Ala Glu Leu Gln Asp Ile Glu Asn Glu Glu  
            340                 345                 350          
 55 

 
Lys Ile Pro Lys Thr Lys Asn Met Arg Arg Thr Ser Gln Leu Lys Trp  
        355                 360                 365              
 
 60 

Ala Leu Gly Glu Asn Met Ala Pro Glu Lys Val Asp Phe Asp Asp Cys  
    370                 375                 380                  
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Lys Asp Val Gly Asp Leu Lys Gln Tyr Asp Ser Asp Glu Pro Glu Pro  
385                 390                 395                 400  
 
 5 

Arg Ser Leu Ala Ser Trp Val Gln Asn Glu Phe Asn Lys Ala Cys Glu  
                405                 410                 415      
 
 
Leu Thr Asp Ser Ser Trp Ile Glu Leu Asp Glu Ile Gly Glu Asp Ile  10 

            420                 425                 430          
 
 
Ala Pro Ile Glu His Ile Ala Ser Met Arg Arg Asn Tyr Phe Thr Ala  
        435                 440                 445              15 

 
 
Glu Val Ser His Cys Arg Ala Thr Glu Tyr Ile Met Lys Gly Val Tyr  
    450                 455                 460                  
 20 

 
Ile Asn Thr Ala Leu Leu Asn Ala Ser Cys Ala Ala Met Asp Asp Phe  
465                 470                 475                 480  
 
 25 

Gln Leu Ile Pro Met Ile Ser Lys Cys Arg Thr Lys Glu Gly Arg Arg  
                485                 490                 495      
 
 
Lys Thr Asn Leu Tyr Gly Phe Ile Ile Lys Gly Arg Ser His Leu Arg  30 

            500                 505                 510          
 
 
Asn Asp Thr Asp Val Val Asn Phe Val Ser Met Glu Phe Ser Leu Thr  
        515                 520                 525              35 

 
 
Asp Pro Arg Leu Glu Pro His Lys Trp Glu Lys Tyr Cys Val Leu Glu  
    530                 535                 540                  
 40 

 
Ile Gly Asp Met Leu Leu Arg Thr Ala Ile Gly Gln Val Ser Arg Pro  
545                 550                 555                 560  
 
 45 

Met Phe Leu Tyr Val Arg Thr Asn Gly Thr Ser Lys Ile Lys Met Lys  
                565                 570                 575      
 
 
Trp Gly Met Glu Met Arg Arg Cys Leu Leu Gln Ser Leu Gln Gln Ile  50 

            580                 585                 590          
 
 
Glu Ser Met Ile Glu Ala Glu Ser Ser Val Lys Glu Lys Asp Met Thr  
        595                 600                 605              55 

 
 
Lys Glu Phe Phe Glu Asn Lys Ser Glu Thr Trp Pro Ile Gly Glu Ser  
    610                 615                 620                  
 60 

 
Pro Lys Gly Val Glu Glu Gly Ser Ile Gly Lys Val Cys Arg Thr Leu  
625                 630                 635                 640  
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Leu Ala Lys Ser Val Phe Asn Ser Leu Tyr Ala Ser Pro Gln Leu Glu  
                645                 650                 655      
 5 

 
Gly Phe Ser Ala Glu Ser Arg Lys Leu Leu Leu Ile Val Gln Ala Leu  
            660                 665                 670          
 
 10 

Arg Asp Asn Leu Glu Pro Gly Thr Phe Asp Leu Gly Gly Leu Tyr Glu  
        675                 680                 685              
 
 
Ala Ile Glu Glu Cys Leu Ile Asn Asp Pro Trp Val Leu Leu Asn Ala  15 

    690                 695                 700                  
 
 
Ser Trp Phe Asn Ser Phe Leu Thr His Ala Leu Lys  
705                 710                 715      20 

 
 
<210>  7 
<211>  1692 
<212>  ADN 25 

<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  7 
atgaaggcaa tactagtagt cctgctatat acatttacaa ccgcaaatgc cgacacatta       60 
 30 

tgcataggtt atcatgcgaa caattcaact gacaccgtag acacagtgct agaaaaaaat      120 
 
gtaacagtaa cacactctgt caaccttcta gaaaacaggc ataatgggaa actatgtaaa      180 
 
ctaagagggg tagctccatt gcatttgggt aaatgtaaca ttgctggctg gctcctggga      240 35 

 
aatccagagt gtgagtcaat ctccaaagca agctcatggt cctacattgt ggaaacatct      300 
 
aattcagaca atgggacgtg ttacccagga gatttcatca attatgagga gctaagagag      360 
 40 

cagttgagct cagtgtcatc atttgaaaga tttgagatat tccccatgac aagttcatgg      420 
 
cccaatcatg acacgaacag aggtgtgacg gcagcatgtc ctcacgctgg gacaaatagc      480 
 
ttctacaaaa atttaatatg gctggtcaaa aaaggaaatt catacccaaa gatcaacaaa      540 45 

 
tcctacatta acaacaaaga gaaagaagtt ctcgtgctat gggccataca tcatccacct      600 
 
accaatgccg accaacaaag cctctaccaa aatgcagatg cctatgtttt tgtggggtca      660 
 50 

tcaagataca gcaggaagtt cgagccagaa atagcaacaa gacccaaggt gagagaccaa      720 
 
gcagggagaa tgaactatta ctggacattg gtagagcctg gagacaagat aacattcgaa      780 
 
gcaactggaa atctagtggt accgagatat gccttcgcat tgaaaagaaa ttctggatct      840 55 

 
ggtattatca tttcagatac atcagtccac gattgtgata cgacttgtca gacacccaat      900 
 
ggtgctataa acaccagcct cccatttcaa aatatacatc cagtcacaat tggagaatgt      960 
 60 

ccaaaatatg taaaaagtac taaactgaga atggccacag gattaaggaa tatcccgtct     1020 
 
attcaatcta gaggcctgtt tggggccatt gctggcttta ttgaaggggg ctggacagga     1080 
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atgatagacg gatggtacgg ttaccaccat caaaatgagc agggatcagg atatgcagcc     1140 
 
gacctgaaaa gcacacagaa tgccattgac gggatcacta acaaggtaaa ttctgttatt     1200 
 5 

gaaaagatga acacacaatt cacagcagta ggtaaagagt tcagccactt ggaaagaaga     1260 
 
atagagaatt taaataaaaa ggttgatgat ggttttctag atatttggac ttacaatgcc     1320 
 
gaactgttgg ttctgttgga gaatgaaaga actttggatt accacgattc aaatgtgaaa     1380 10 

 
aacttatatg aaaaagtaag aagccaacta aaaaacaatg ccaaagaaat tggaaatggc     1440 
 
tgctttgaat tttaccacaa atgtgatgac acgtgtatgg aaagcgtcaa aaatgggact     1500 
 15 

tatgattacc caaaatactc agaggaagca aaactaaaca gagaggaaat agatggggta     1560 
 
aagttggaat caacaagggt ttaccaaatt ttggcgatct attcaacggt cgccagttca     1620 
 
ttggtactgg tagtctccct gggggcaatc agtttctgga tgtgctctaa tgggtcgcta     1680 20 

 
cagtgcagaa ta                                                         1692 
 
 
<210>  8 25 

<211>  564 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  8 30 

 
Met Lys Ala Ile Leu Val Val Leu Leu Tyr Thr Phe Thr Thr Ala Asn  
1               5                   10                  15       
 
 35 

Ala Asp Thr Leu Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  
            20                  25                  30           
 
 
Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  40 

        35                  40                  45               
 
 
Leu Leu Glu Asn Arg His Asn Gly Lys Leu Cys Lys Leu Arg Gly Val  
    50                  55                  60                   45 

 
 
Ala Pro Leu His Leu Gly Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp Leu Leu Gly  
65                  70                  75                  80   
 50 

 
Asn Pro Glu Cys Glu Ser Ile Ser Lys Ala Ser Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 
 55 

Val Glu Thr Ser Asn Ser Asp Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Asp Phe  
            100                 105                 110          
 
 
Ile Asn Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  60 

        115                 120                 125              
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29 
 

Glu Arg Phe Glu Ile Phe Pro Met Thr Ser Ser Trp Pro Asn His Asp  
    130                 135                 140                  
 
 
Thr Asn Arg Gly Val Thr Ala Ala Cys Pro His Ala Gly Thr Asn Ser  5 

145                 150                 155                 160  
 
 
Phe Tyr Lys Asn Leu Ile Trp Leu Val Lys Lys Gly Asn Ser Tyr Pro  
                165                 170                 175      10 

 
 
Lys Ile Asn Lys Ser Tyr Ile Asn Asn Lys Glu Lys Glu Val Leu Val  
            180                 185                 190          
 15 

 
Leu Trp Ala Ile His His Pro Pro Thr Asn Ala Asp Gln Gln Ser Leu  
        195                 200                 205              
 
 20 

Tyr Gln Asn Ala Asp Ala Tyr Val Phe Val Gly Ser Ser Arg Tyr Ser  
    210                 215                 220                  
 
 
Arg Lys Phe Glu Pro Glu Ile Ala Thr Arg Pro Lys Val Arg Asp Gln  25 

225                 230                 235                 240  
 
 
Ala Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Val Glu Pro Gly Asp Lys  
                245                 250                 255      30 

 
 
Ile Thr Phe Glu Ala Thr Gly Asn Leu Val Val Pro Arg Tyr Ala Phe  
            260                 265                 270          
 35 

 
Ala Leu Lys Arg Asn Ser Gly Ser Gly Ile Ile Ile Ser Asp Thr Ser  
        275                 280                 285              
 
 40 

Val His Asp Cys Asp Thr Thr Cys Gln Thr Pro Asn Gly Ala Ile Asn  
    290                 295                 300                  
 
 
Thr Ser Leu Pro Phe Gln Asn Ile His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys  45 

305                 310                 315                 320  
 
 
Pro Lys Tyr Val Lys Ser Thr Lys Leu Arg Met Ala Thr Gly Leu Arg  
                325                 330                 335      50 

 
 
Asn Ile Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly  
            340                 345                 350          
 55 

 
Phe Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr  
        355                 360                 365              
 
 60 

His His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Leu Lys Ser  
    370                 375                 380                  
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30 
 

 
Thr Gln Asn Ala Ile Asp Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile  
385                 390                 395                 400  
 
 5 

Glu Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Ser His  
                405                 410                 415      
 
 
Leu Glu Arg Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe  10 

            420                 425                 430          
 
 
Leu Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn  
        435                 440                 445              15 

 
 
Glu Arg Thr Leu Asp Tyr His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu  
    450                 455                 460                  
 20 

 
Lys Val Arg Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly  
465                 470                 475                 480  
 
 25 

Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asp Asp Thr Cys Met Glu Ser Val  
                485                 490                 495      
 
 
Lys Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ala Lys Leu  30 

            500                 505                 510          
 
 
Asn Arg Glu Glu Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Thr Arg Val Tyr  
        515                 520                 525              35 

 
 
Gln Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Val  
    530                 535                 540                  
 40 

 
Val Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu  
545                 550                 555                 560  
 
 45 

Gln Cys Arg Ile  
                 
 
 
<210>  9 50 

<211>  1512 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  9 55 

atgagtgaca tcgaagccat ggcgtctcaa ggcaccaaac gatcatatga acaaatggag       60 
 
actggtggtg aacgccagga tgccacagaa atcagagcat ctgtcggaag aatgattggt      120 
 
ggaatcggga aattctacat ccaaatgtgc actgaactca aactcagtga ctatgaggga      180 60 

 
cgactaatcc aaaatagcat aacaatagag agaatggtgc tctctgcttt tgatgagaga      240 
 

E13740452
06-03-2018ES 2 662 022 T3

 



 

31 
 

agaaataaat acctagaaga gcatcccagt gctgggaaag accctaagaa aactggagga      300 
 
cccatatata gaagagtaga cggaaagtgg atgagagaac tcattcttta tgacaaagaa      360 
 
gaaataagga gagtttggcg ccaggcaaac aatggtgatg atgcaacagc tggtcttact      420 5 

 
catatcatga tttggcattc caatctgaat gatgccacgt accagagaac aagagcactt      480 
 
gttcgcaccg gaatggatcc cagaatgtgc tctctaatgc aaggttcaac acttcccaga      540 
 10 

aggtctggag cagcaggtgc tgcagtgaaa ggagttggaa caataacaat ggaattaatc      600 
 
agaatgatca aacgggggat caatgaccga aatttctgga gaggtgaaaa tggaagaagg      660 
 
acaaggattg catatgaaag aatgtgcaat attctcaaag gaaaatttca gacagctgcc      720 15 

 
caaagggcaa tgatggatca agtgagagaa agtcggaacc cagggaacgc tgagattgaa      780 
 
gatctcattt tcctggcacg gtcagcactt atcctaaggg gatcagttgc acataagtct      840 
 20 

tgcctgcctg cttgcgtgta tgggcttgca gtggcaagtg ggcatgactt tgaaagggaa      900 
 
gggtattcgc tggtcgggat agacccattt aaattactcc agaacagtca agtgttcagc      960 
 
ctggtaagac caaatgaaaa cccagctcac aagagtcaat tagtgtggat ggcatgccac     1020 25 

 
tctgctgcat ttgaggatct aagggtctca agtttcataa gagggaagaa agtgattcca     1080 
 
aggggaaagc tttccacaag aggggttcag attgcttcaa atgagaatgt ggaagccatg     1140 
 30 

gattccaata ccttagagct gagaagcaga tactgggcta taaggaccag aagtggagga     1200 
 
aatactaatc aacagaaagc atccgcaggc cagatcagtg tgcaacctac attctcagtg     1260 
 
caacggaatc tcccttttga aagagcaacc gttatggcag ctttcagcgg aaacaatgaa     1320 35 

 
ggacggacat ccgatatgcg gacagaaatt ataaggatga tggaaaatgc aaaaccagaa     1380 
 
gatttgtcct tccaggggcg gggagtcttc gagctctcgg acgaaaaggc aacgagcccg     1440 
 40 

atcgtgcctt cctttgacat gagtaatgaa gggtcttatt tcttcggaga caatgcagag     1500 
 
gagtatgaca gt                                                         1512 
 
 45 

<210>  10 
<211>  504 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 50 

<400>  10 
 
Met Ser Asp Ile Glu Ala Met Ala Ser Gln Gly Thr Lys Arg Ser Tyr  
1               5                   10                  15       
 55 

 
Glu Gln Met Glu Thr Gly Gly Glu Arg Gln Asp Ala Thr Glu Ile Arg  
            20                  25                  30           
 
 60 

Ala Ser Val Gly Arg Met Ile Gly Gly Ile Gly Lys Phe Tyr Ile Gln  
        35                  40                  45               
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Met Cys Thr Glu Leu Lys Leu Ser Asp Tyr Glu Gly Arg Leu Ile Gln  
    50                  55                  60                   
 
 5 

Asn Ser Ile Thr Ile Glu Arg Met Val Leu Ser Ala Phe Asp Glu Arg  
65                  70                  75                  80   
 
 
Arg Asn Lys Tyr Leu Glu Glu His Pro Ser Ala Gly Lys Asp Pro Lys  10 

                85                  90                  95       
 
 
Lys Thr Gly Gly Pro Ile Tyr Arg Arg Val Asp Gly Lys Trp Met Arg  
            100                 105                 110          15 

 
 
Glu Leu Ile Leu Tyr Asp Lys Glu Glu Ile Arg Arg Val Trp Arg Gln  
        115                 120                 125              
 20 

 
Ala Asn Asn Gly Asp Asp Ala Thr Ala Gly Leu Thr His Ile Met Ile  
    130                 135                 140                  
 
 25 

Trp His Ser Asn Leu Asn Asp Ala Thr Tyr Gln Arg Thr Arg Ala Leu  
145                 150                 155                 160  
 
 
Val Arg Thr Gly Met Asp Pro Arg Met Cys Ser Leu Met Gln Gly Ser  30 

                165                 170                 175      
 
 
Thr Leu Pro Arg Arg Ser Gly Ala Ala Gly Ala Ala Val Lys Gly Val  
            180                 185                 190          35 

 
 
Gly Thr Ile Thr Met Glu Leu Ile Arg Met Ile Lys Arg Gly Ile Asn  
        195                 200                 205              
 40 

 
Asp Arg Asn Phe Trp Arg Gly Glu Asn Gly Arg Arg Thr Arg Ile Ala  
    210                 215                 220                  
 
 45 

Tyr Glu Arg Met Cys Asn Ile Leu Lys Gly Lys Phe Gln Thr Ala Ala  
225                 230                 235                 240  
 
 
Gln Arg Ala Met Met Asp Gln Val Arg Glu Ser Arg Asn Pro Gly Asn  50 

                245                 250                 255      
 
 
Ala Glu Ile Glu Asp Leu Ile Phe Leu Ala Arg Ser Ala Leu Ile Leu  
            260                 265                 270          55 

 
 
Arg Gly Ser Val Ala His Lys Ser Cys Leu Pro Ala Cys Val Tyr Gly  
        275                 280                 285              
 60 

 
Leu Ala Val Ala Ser Gly His Asp Phe Glu Arg Glu Gly Tyr Ser Leu  
    290                 295                 300                  

E13740452
06-03-2018ES 2 662 022 T3

 



 

33 
 

 
 
Val Gly Ile Asp Pro Phe Lys Leu Leu Gln Asn Ser Gln Val Phe Ser  
305                 310                 315                 320  
 5 

 
Leu Val Arg Pro Asn Glu Asn Pro Ala His Lys Ser Gln Leu Val Trp  
                325                 330                 335      
 
 10 

Met Ala Cys His Ser Ala Ala Phe Glu Asp Leu Arg Val Ser Ser Phe  
            340                 345                 350          
 
 
Ile Arg Gly Lys Lys Val Ile Pro Arg Gly Lys Leu Ser Thr Arg Gly  15 

        355                 360                 365              
 
 
Val Gln Ile Ala Ser Asn Glu Asn Val Glu Ala Met Asp Ser Asn Thr  
    370                 375                 380                  20 

 
 
Leu Glu Leu Arg Ser Arg Tyr Trp Ala Ile Arg Thr Arg Ser Gly Gly  
385                 390                 395                 400  
 25 

 
Asn Thr Asn Gln Gln Lys Ala Ser Ala Gly Gln Ile Ser Val Gln Pro  
                405                 410                 415      
 
 30 

Thr Phe Ser Val Gln Arg Asn Leu Pro Phe Glu Arg Ala Thr Val Met  
            420                 425                 430          
 
 
Ala Ala Phe Ser Gly Asn Asn Glu Gly Arg Thr Ser Asp Met Arg Thr  35 

        435                 440                 445              
 
 
Glu Ile Ile Arg Met Met Glu Asn Ala Lys Pro Glu Asp Leu Ser Phe  
    450                 455                 460                  40 

 
 
Gln Gly Arg Gly Val Phe Glu Leu Ser Asp Glu Lys Ala Thr Ser Pro  
465                 470                 475                 480  
 45 

 
Ile Val Pro Ser Phe Asp Met Ser Asn Glu Gly Ser Tyr Phe Phe Gly  
                485                 490                 495      
 
 50 

Asp Asn Ala Glu Glu Tyr Asp Ser  
            500                  
 
 
<210>  11 55 

<211>  1407 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  11 60 

atgaatacaa atcaaagaat aataaccatt gggacagttt gtctgatagt tggaataatt       60 
 
agtctattgt tacagatagg aaacatggtt tcgttatgga tcagccattc aattcagact      120 
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gaagggaaaa atcatactga gatgtgcaat caaaatgtca ttacatatgt aaataacaca      180 
 
tgggtgaacc gaacttatgt aaacattagc aataccaaaa ttgttaatgt acaggacgtg      240 
 5 

gtttcagtaa tattaaccgg caattcctct ctctgcccaa taagtgggtg ggctatatac      300 
 
agcaaagaca atagcataag gattggttct aaaggggaca tttttgtcat aagagaacca      360 
 
ttcatttcat gctctcactt ggaatgcaga actttttttc tgacccaagg cgctttgctg      420 10 

 
aatgacaagc attctaatgg aaccgtcaag gacaggagtc cctatagaac tttaatgagc      480 
 
tgtcccatcg gtgaagctcc atctccatat aactcaaggt tcgaatcagt tgcttggtca      540 
 15 

gcaagtgcat gccatgatgg gatgggatgg ctaacaatcg gaatctccgg tccagataat      600 
 
ggagcagtag ctgttttaaa atacaacggt ataataacag atacaataaa aagttggaga      660 
 
aacaaaatat taagaacaca agagtcagaa tgtgtttgta tgaacggttc ttgttttact      720 20 

 
gtattaactg atggcccaag caatgggcaa gcatcgtaca aaatattcaa gatggaaaaa      780 
 
ggaaaaataa ttaaatcaat tgagctggat gcacccaatt accactatga ggaatgctcc      840 
 25 

tgttatcctg atgcaggcaa agtaatgtgt gtttgcagag acaactggca tgcctcgaac      900 
 
cggccatggg tctctttcga tcagaatctt aattatcaaa tagggtacat atgcagtggg      960 
 
gttttcggtg ataacccgcg ttctaatgat ggaaagggca attgtggccc agtacattct     1020 30 

 
aatggagcaa atggagtgaa aggattctca tataaatatg gtaatggtgt ttggatagga     1080 
 
aggactaaaa gtatcaactc cagaagtgga tttgaaatga tttgggatcc aaatgggtgg     1140 
 35 

actggaactg atagtagttt ctctatgaag caggatatta tagcattaac tgattggtca     1200 
 
ggatacagtg gaagttttgt ccaacatcct gaattaacag gaatgaattg cataaggccc     1260 
 
tgtttctggg tagaattaat cagagggcaa cccaaggaaa acaccatctg ggctagcgga     1320 40 

 
agcagcatct ctttctgtgg tgtaaatggt gaaaccgcaa gctggtcatg gccagacgga     1380 
 
gctgatctgc cattcaccat tgacaag                                         1407 
 45 

 
<210>  12 
<211>  469 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 50 

 
<400>  12 
 
Met Asn Thr Asn Gln Arg Ile Ile Thr Ile Gly Thr Val Cys Leu Ile  
1               5                   10                  15       55 

 
 
Val Gly Ile Ile Ser Leu Leu Leu Gln Ile Gly Asn Met Val Ser Leu  
            20                  25                  30           
 60 

 
Trp Ile Ser His Ser Ile Gln Thr Glu Gly Lys Asn His Thr Glu Met  
        35                  40                  45               
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Cys Asn Gln Asn Val Ile Thr Tyr Val Asn Asn Thr Trp Val Asn Arg  
    50                  55                  60                   
 5 

 
Thr Tyr Val Asn Ile Ser Asn Thr Lys Ile Val Asn Val Gln Asp Val  
65                  70                  75                  80   
 
 10 

Val Ser Val Ile Leu Thr Gly Asn Ser Ser Leu Cys Pro Ile Ser Gly  
                85                  90                  95       
 
 
Trp Ala Ile Tyr Ser Lys Asp Asn Ser Ile Arg Ile Gly Ser Lys Gly  15 

            100                 105                 110          
 
 
Asp Ile Phe Val Ile Arg Glu Pro Phe Ile Ser Cys Ser His Leu Glu  
        115                 120                 125              20 

 
 
Cys Arg Thr Phe Phe Leu Thr Gln Gly Ala Leu Leu Asn Asp Lys His  
    130                 135                 140                  
 25 

 
Ser Asn Gly Thr Val Lys Asp Arg Ser Pro Tyr Arg Thr Leu Met Ser  
145                 150                 155                 160  
 
 30 

Cys Pro Ile Gly Glu Ala Pro Ser Pro Tyr Asn Ser Arg Phe Glu Ser  
                165                 170                 175      
 
 
Val Ala Trp Ser Ala Ser Ala Cys His Asp Gly Met Gly Trp Leu Thr  35 

            180                 185                 190          
 
 
Ile Gly Ile Ser Gly Pro Asp Asn Gly Ala Val Ala Val Leu Lys Tyr  
        195                 200                 205              40 

 
 
Asn Gly Ile Ile Thr Asp Thr Ile Lys Ser Trp Arg Asn Lys Ile Leu  
    210                 215                 220                  
 45 

 
Arg Thr Gln Glu Ser Glu Cys Val Cys Met Asn Gly Ser Cys Phe Thr  
225                 230                 235                 240  
 
 50 

Val Leu Thr Asp Gly Pro Ser Asn Gly Gln Ala Ser Tyr Lys Ile Phe  
                245                 250                 255      
 
 
Lys Met Glu Lys Gly Lys Ile Ile Lys Ser Ile Glu Leu Asp Ala Pro  55 

            260                 265                 270          
 
 
Asn Tyr His Tyr Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Asp Ala Gly Lys Val  
        275                 280                 285              60 

 
 
Met Cys Val Cys Arg Asp Asn Trp His Ala Ser Asn Arg Pro Trp Val  
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    290                 295                 300                  
 
 
Ser Phe Asp Gln Asn Leu Asn Tyr Gln Ile Gly Tyr Ile Cys Ser Gly  
305                 310                 315                 320  5 

 
 
Val Phe Gly Asp Asn Pro Arg Ser Asn Asp Gly Lys Gly Asn Cys Gly  
                325                 330                 335      
 10 

 
Pro Val His Ser Asn Gly Ala Asn Gly Val Lys Gly Phe Ser Tyr Lys  
            340                 345                 350          
 
 15 

Tyr Gly Asn Gly Val Trp Ile Gly Arg Thr Lys Ser Ile Asn Ser Arg  
        355                 360                 365              
 
 
Ser Gly Phe Glu Met Ile Trp Asp Pro Asn Gly Trp Thr Gly Thr Asp  20 

    370                 375                 380                  
 
 
Ser Ser Phe Ser Met Lys Gln Asp Ile Ile Ala Leu Thr Asp Trp Ser  
385                 390                 395                 400  25 

 
 
Gly Tyr Ser Gly Ser Phe Val Gln His Pro Glu Leu Thr Gly Met Asn  
                405                 410                 415      
 30 

 
Cys Ile Arg Pro Cys Phe Trp Val Glu Leu Ile Arg Gly Gln Pro Lys  
            420                 425                 430          
 
 35 

Glu Asn Thr Ile Trp Ala Ser Gly Ser Ser Ile Ser Phe Cys Gly Val  
        435                 440                 445              
 
 
Asn Gly Glu Thr Ala Ser Trp Ser Trp Pro Asp Gly Ala Asp Leu Pro  40 

    450                 455                 460                  
 
 
Phe Thr Ile Asp Lys  
465                  45 

 
 
<210>  13 
<211>  756 
<212>  ADN 50 

<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  13 
atgagtcttc taaccgaggt cgaaacgtat gttctctcta tcgtcccgtc aggccccctc       60 
 55 

aaagccgaga tagcacagag gctcgaagac gtttttgcag ggaaaaacac cgatcttgag      120 
 
gctctcatgg aatggctaaa gacaagacca atcctgtcac ctctgactaa agggatttta      180 
 
gggtttgtgt tcacgctcac cgtgcccagt gagcgaggac tgcagcgtag acgttttgtc      240 60 

 
cagaatgccc tcaatgggaa tggtgaccca aacaacatgg acaaggcggt aaaactgtac      300 
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aggaaactaa aaagggaaat aacattccat ggggccaagg aagtagcgct cagttactct      360 
 
gctggtgcac ttgccagttg catgggcctc atatacaaca gaatggggac tgtcgccact      420 
 
gaggtggcat ttggtctggt atgcgcaacc tgtgaacaaa ttgctgattc tcagcatcga      480 5 

 
tctcatagac aaatggtgac aacaaccaat ccactaatca ggcacgagaa cagaatggta      540 
 
atagccagca caacagctaa ggccatggaa caaatggctg gatcaagtga acaagcagca      600 
 10 

gaggctatgg aggttgccag tcaggctaga caaatggtac aggcaatgag aacaattggg      660 
 
actcacccta gttccagcac tggtctaaaa gatgatcttc ttgaaaattt acaggcctat      720 
 
cagaaacgga tgggagtgca aatgcaacga ttcaag                                756 15 

 
 
<210>  14 
<211>  252 
<212>  PRT 20 

<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  14 
 
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Val Pro  25 

1               5                   10                  15       
 
 
Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala Gln Arg Leu Glu Asp Val Phe  
            20                  25                  30           30 

 
 
Ala Gly Lys Asn Thr Asp Leu Glu Ala Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr  
        35                  40                  45               
 35 

 
Arg Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr Lys Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe  
    50                  55                  60                   
 
 40 

Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val  
65                  70                  75                  80   
 
 
Gln Asn Ala Leu Asn Gly Asn Gly Asp Pro Asn Asn Met Asp Lys Ala  45 

                85                  90                  95       
 
 
Val Lys Leu Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu Ile Thr Phe His Gly Ala  
            100                 105                 110          50 

 
 
Lys Glu Val Ala Leu Ser Tyr Ser Ala Gly Ala Leu Ala Ser Cys Met  
        115                 120                 125              
 55 

 
Gly Leu Ile Tyr Asn Arg Met Gly Thr Val Ala Thr Glu Val Ala Phe  
    130                 135                 140                  
 
 60 

Gly Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gln Ile Ala Asp Ser Gln His Arg  
145                 150                 155                 160  
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Ser His Arg Gln Met Val Thr Thr Thr Asn Pro Leu Ile Arg His Glu  
                165                 170                 175      
 
 5 

Asn Arg Met Val Ile Ala Ser Thr Thr Ala Lys Ala Met Glu Gln Met  
            180                 185                 190          
 
 
Ala Gly Ser Ser Glu Gln Ala Ala Glu Ala Met Glu Val Ala Ser Gln  10 

        195                 200                 205              
 
 
Ala Arg Gln Met Val Gln Ala Met Arg Thr Ile Gly Thr His Pro Ser  
    210                 215                 220                  15 

 
 
Ser Ser Thr Gly Leu Lys Asp Asp Leu Leu Glu Asn Leu Gln Ala Tyr  
225                 230                 235                 240  
 20 

 
Gln Lys Arg Met Gly Val Gln Met Gln Arg Phe Lys  
                245                 250          
 
 25 

<210>  15 
<211>  657 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 30 

<400>  15 
atggactcca atactgtgtc aagctttcag gtagactgtt tcctttggca catccgcaaa       60 
 
cgatttgcag acaatggatt gggtgatgcc ccattccttg atcggctccg ccgagatcaa      120 
 35 

aagtccctaa aaggaagggg caacaccctt agcctagaca tcgaaacagc cactcttgtt      180 
 
gggaaacaaa ttgttgagtg gattttgaaa gaggaatcca gcgatatact taagatgacc      240 
 
attgcatctg tgcctacttc gcgctaccta gctgacatga ccctcgagga aatgtcacga      300 40 

 
gactggttca tgctaatgcc taggcaaaag ataataggcc ctctttgtgt gcgagtggac      360 
 
caggcgatca tggaaaagaa catcatactg aaagcgaact tcagtgtgat ctttaaccga      420 
 45 

ttagagactt tgatactact aagggctttc actgaggagg gagcaatcgt tggagaaatt      480 
 
tcaccattac cttatcttcc aggacatact aatgaggatg tcaaaaatgc agttggggtc      540 
 
ctcatcggag ggcttgaatg gaatggtaac acggttcgag gctctgaaaa tctacagaga      600 50 

 
ttcgcttgga gaaaccataa tgaggatggg agatcttcac tacctccaga acagaaa         657 
 
 
<210>  16 55 

<211>  219 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  16 60 

 
Met Asp Ser Asn Thr Val Ser Ser Phe Gln Val Asp Cys Phe Leu Trp  
1               5                   10                  15       
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His Ile Arg Lys Arg Phe Ala Asp Asn Gly Leu Gly Asp Ala Pro Phe  
            20                  25                  30           
 5 

 
Leu Asp Arg Leu Arg Arg Asp Gln Lys Ser Leu Lys Gly Arg Gly Asn  
        35                  40                  45               
 
 10 

Thr Leu Ser Leu Asp Ile Glu Thr Ala Thr Leu Val Gly Lys Gln Ile  
    50                  55                  60                   
 
 
Val Glu Trp Ile Leu Lys Glu Glu Ser Ser Asp Ile Leu Lys Met Thr  15 

65                  70                  75                  80   
 
 
Ile Ala Ser Val Pro Thr Ser Arg Tyr Leu Ala Asp Met Thr Leu Glu  
                85                  90                  95       20 

 
 
Glu Met Ser Arg Asp Trp Phe Met Leu Met Pro Arg Gln Lys Ile Ile  
            100                 105                 110          
 25 

 
Gly Pro Leu Cys Val Arg Val Asp Gln Ala Ile Met Glu Lys Asn Ile  
        115                 120                 125              
 
 30 

Ile Leu Lys Ala Asn Phe Ser Val Ile Phe Asn Arg Leu Glu Thr Leu  
    130                 135                 140                  
 
 
Ile Leu Leu Arg Ala Phe Thr Glu Glu Gly Ala Ile Val Gly Glu Ile  35 

145                 150                 155                 160  
 
 
Ser Pro Leu Pro Tyr Leu Pro Gly His Thr Asn Glu Asp Val Lys Asn  
                165                 170                 175      40 

 
 
Ala Val Gly Val Leu Ile Gly Gly Leu Glu Trp Asn Gly Asn Thr Val  
            180                 185                 190          
 45 

 
Arg Gly Ser Glu Asn Leu Gln Arg Phe Ala Trp Arg Asn His Asn Glu  
        195                 200                 205              
 
 50 

Asp Gly Arg Ser Ser Leu Pro Pro Glu Gln Lys  
    210                 215                  
 
 
<210>  17 55 

<211>  1695 
<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  17 60 

atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 
 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 
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gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 
ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt agttgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 5 

aacccagagt gcgaattgct gatttccaag gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 
 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 
 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 10 

 
cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 
tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtctgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 15 

tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 
 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 
 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 20 

 
ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
 
aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 25 

atcatcacat caaatgcacc aatgggtgaa tgtaatgcaa agtgtcaaac acctcaggga      900 
 
gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 
 
aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 30 

 
caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 
gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 
 35 

caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 
 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 
 
gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 40 

 
ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 
ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 
 45 

tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 
 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 
 
ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 50 

 
gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 
tgtagaatat gcatc                                                      1695 
 55 

 
<210>  18 
<211>  565 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 60 

 
<400>  18 
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Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       
 
 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  5 

            20                  25                  30           
 
 
Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               10 

 
 
Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile  
    50                  55                  60                   
 15 

 
Ala Pro Leu Gln Leu Gly Ser Cys Ser Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly  
65                  70                  75                  80   
 
 20 

Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Lys Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 
 
Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  25 

            100                 105                 110          
 
 
Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              30 

 
 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  
    130                 135                 140                  
 35 

 
Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  
 
 40 

Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Leu Tyr Pro Asn  
                165                 170                 175      
 
 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  45 

            180                 185                 190          
 
 
Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              50 

 
 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  
    210                 215                 220                  
 55 

 
Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  
 
 60 

Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  
                245                 250                 255      
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Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  
            260                 265                 270          
 
 5 

Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Pro Met  
        275                 280                 285              
 
 
Gly Glu Cys Asn Ala Lys Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  10 

    290                 295                 300                  
 
 
Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  15 

 
 
Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  
                325                 330                 335      
 20 

 
Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          
 
 25 

Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
        355                 360                 365              
 
 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  30 

    370                 375                 380                  
 
 
Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  35 

 
 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  
                405                 410                 415      
 40 

 
Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          
 
 45 

Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  
        435                 440                 445              
 
 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  50 

    450                 455                 460                  
 
 
Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  55 

 
 
Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  
                485                 490                 495      
 60 

 
Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          
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Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  
        515                 520                 525              
 5 

 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  
    530                 535                 540                  
 
 10 

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  
 
 
Cys Arg Ile Cys Ile  15 

                565  
 
 
<210>  19 
<211>  1407 20 

<212>  ADN 
<213>  Virus de la gripe A 
 
<400>  19 
atgaatccaa atcaaaagat aataacgatt ggctctgttt ctcttactat tgccacaatg       60 25 

 
tgcttcctta tgcaaattgc catcctggta actaatgtaa cattgcactt caatcaatat      120 
 
gaatgcaact accccccaaa caaccaagta atactgtgtg aaccaacaat aatagaaaga      180 
 30 

aacataacag agatagtgta tctgaccaac accaccatag agaaggaaat atgccccaaa      240 
 
ctagcagaat acagaaattg gtcaaagccg caatgtaaaa ttacagggtt tgcacctttt      300 
 
tccaaggaca attcgattag gctttctgct ggtggggaca tttgggtgac gagagaacct      360 35 

 
tatgtgtcat gcgatcctga taagtgttat cagtttgccc ttggacaagg aacaacatta      420 
 
aacaacaggc attcaaatga cacagtacat gataggaccc cttatcgaac cctattgatg      480 
 40 

aatgagttgg gtattccatt ccatttgggg accaaacaag tgtgcatagc atggtccagc      540 
 
tcaagttgtc atgatggaaa agcatggctt cacgtttgta ttactgggca tgatraaaat      600 
 
gcaactgcta gcttcattta caatgggagg cttgtagata gtattggttc atggtccaaa      660 45 

 
aaaatactca ggacacagga gtcggaatgt gtttgcatca atggaacttg tacagtagta      720 
 
atgactgatg ggagtgcttc aggaatagct gacactaaaa tattattcat tgaagagggg      780 
 50 

aaaatcgttc atattagccy attgttagga agtgctcagc atgtagagga gtgctcctgt      840 
 
tatccccgat atcctggtgt cagatgcatc tgtagagaca actggaaagg ttccaataga      900 
 
cccgtcgtag atataaatgt aaaggattat agcattgttt ccagttatgt gtgctcagga      960 55 

 
cttgttggag atacacccag aaaagacgac agatccagca gtagcgattg tctgaatcct     1020 
 
aacaatgagg aaggggggca tggagtgaaa ggctgggcct ttgatgatgg aaatgatgtg     1080 
 60 

tggatgggaa gaacaatcaa cgagacgtta cgctcaggtt atgaaacctt caaagtcatt     1140 
 
gaaggctggt ccaaacctaa ttccaaattg cagataaata ggcaagtcat agttgaaaga     1200 
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ggtgataggt ccggttattc tggcattttc tctgttgaag gcaaaagctg tatcaatcgg     1260 
 
tgcttttatg tggagttgat aagaggaagg aaacaggaaa ctgcagtatg gtggacgtca     1320 
 5 

aacagtattg ttgtgttttg tggcacctca ggtacatatg gaacaggctc atggcctgat     1380 
 
ggggcgaaca tcaatctcat gcctgta                                         1407 
 
 10 

<210>  20 
<211>  469 
<212>  PRT 
<213>  Virus de la gripe A 
 15 

 
<220> 
<221>  misc_feature 
<222>  (199)..(199) 
<223>  Xaa puede ser cualquier aminoácido natural 20 

 
<220> 
<221>  misc_feature 
<222>  (267)..(267) 
<223>  Xaa puede ser cualquier aminoácido natural 25 

 
<400>  20 
 
Met Asn Pro Asn Gln Lys Ile Ile Thr Ile Gly Ser Val Ser Leu Thr  
1               5                   10                  15       30 

 
 
Ile Ala Thr Met Cys Phe Leu Met Gln Ile Ala Ile Leu Val Thr Asn  
            20                  25                  30           
 35 

 
Val Thr Leu His Phe Asn Gln Tyr Glu Cys Asn Tyr Pro Pro Asn Asn  
        35                  40                  45               
 
 40 

Gln Val Ile Leu Cys Glu Pro Thr Ile Ile Glu Arg Asn Ile Thr Glu  
    50                  55                  60                   
 
 
Ile Val Tyr Leu Thr Asn Thr Thr Ile Glu Lys Glu Ile Cys Pro Lys  45 

65                  70                  75                  80   
 
 
Leu Ala Glu Tyr Arg Asn Trp Ser Lys Pro Gln Cys Lys Ile Thr Gly  
                85                  90                  95       50 

 
 
Phe Ala Pro Phe Ser Lys Asp Asn Ser Ile Arg Leu Ser Ala Gly Gly  
            100                 105                 110          
 55 

 
Asp Ile Trp Val Thr Arg Glu Pro Tyr Val Ser Cys Asp Pro Asp Lys  
        115                 120                 125              
 
 60 

Cys Tyr Gln Phe Ala Leu Gly Gln Gly Thr Thr Leu Asn Asn Arg His  
    130                 135                 140                  
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Ser Asn Asp Thr Val His Asp Arg Thr Pro Tyr Arg Thr Leu Leu Met  
145                 150                 155                 160  
 
 5 

Asn Glu Leu Gly Ile Pro Phe His Leu Gly Thr Lys Gln Val Cys Ile  
                165                 170                 175      
 
 
Ala Trp Ser Ser Ser Ser Cys His Asp Gly Lys Ala Trp Leu His Val  10 

            180                 185                 190          
 
 
Cys Ile Thr Gly His Asp Xaa Asn Ala Thr Ala Ser Phe Ile Tyr Asn  
        195                 200                 205              15 

 
 
Gly Arg Leu Val Asp Ser Ile Gly Ser Trp Ser Lys Lys Ile Leu Arg  
    210                 215                 220                  
 20 

 
Thr Gln Glu Ser Glu Cys Val Cys Ile Asn Gly Thr Cys Thr Val Val  
225                 230                 235                 240  
 
 25 

Met Thr Asp Gly Ser Ala Ser Gly Ile Ala Asp Thr Lys Ile Leu Phe  
                245                 250                 255      
 
 
Ile Glu Glu Gly Lys Ile Val His Ile Ser Xaa Leu Leu Gly Ser Ala  30 

            260                 265                 270          
 
 
Gln His Val Glu Glu Cys Ser Cys Tyr Pro Arg Tyr Pro Gly Val Arg  
        275                 280                 285              35 

 
 
Cys Ile Cys Arg Asp Asn Trp Lys Gly Ser Asn Arg Pro Val Val Asp  
    290                 295                 300                  
 40 

 
Ile Asn Val Lys Asp Tyr Ser Ile Val Ser Ser Tyr Val Cys Ser Gly  
305                 310                 315                 320  
 
 45 

Leu Val Gly Asp Thr Pro Arg Lys Asp Asp Arg Ser Ser Ser Ser Asp  
                325                 330                 335      
 
 
Cys Leu Asn Pro Asn Asn Glu Glu Gly Gly His Gly Val Lys Gly Trp  50 

            340                 345                 350          
 
 
Ala Phe Asp Asp Gly Asn Asp Val Trp Met Gly Arg Thr Ile Asn Glu  
        355                 360                 365              55 

 
 
Thr Leu Arg Ser Gly Tyr Glu Thr Phe Lys Val Ile Glu Gly Trp Ser  
    370                 375                 380                  
 60 

 
Lys Pro Asn Ser Lys Leu Gln Ile Asn Arg Gln Val Ile Val Glu Arg  
385                 390                 395                 400  
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Gly Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Gly Ile Phe Ser Val Glu Gly Lys Ser  
                405                 410                 415      
 5 

 
Cys Ile Asn Arg Cys Phe Tyr Val Glu Leu Ile Arg Gly Arg Lys Gln  
            420                 425                 430          
 
 10 

Glu Thr Ala Val Trp Trp Thr Ser Asn Ser Ile Val Val Phe Cys Gly  
        435                 440                 445              
 
 
Thr Ser Gly Thr Tyr Gly Thr Gly Ser Trp Pro Asp Gly Ala Asn Ile  15 

    450                 455                 460                  
 
 
Asn Leu Met Pro Val  
465                  20 

 
 
<210>  21 
<211>  1695 
<212>  ADN 25 

<213>  Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  Gen de HA de la gripe 10-0036-2 (n+5, en relación a parental) 
 30 

<400>  21 
atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 
 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 
 35 

gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 
ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt aattgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 
aacccagagt gcgaattgct gatttccaat gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 40 

 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 
 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 
 45 

cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 
tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtacgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 
tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 50 

 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 
 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 
 55 

ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
 
aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 
atcatcacat caaatgcaac aatgggtgaa tgtaatgcaa cgtgtcaaac acctcaggga      900 60 

 
gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 
 

E13740452
06-03-2018ES 2 662 022 T3

 



 

47 
 

aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 
 
caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 
gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 5 

 
caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 
 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 
 10 

gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 
 
ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 
ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 15 

 
tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 
 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 
 20 

ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 
 
gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 
tgtagaatat gcatc                                                      1695 25 

 
 
<210>  22 
<211>  565 
<212>  PRT 30 

<213>  Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n+5, en relación a parental) 
 35 

<400>  22 
 
Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       
 40 

 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  
            20                  25                  30           
 
 45 

Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               
 
 
Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile  50 

    50                  55                  60                   
 
 
Ala Pro Leu Gln Leu Gly Asn Cys Ser Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly  
65                  70                  75                  80   55 

 
 
Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Asn Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 60 

 
Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  
            100                 105                 110          
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Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              
 5 

 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  
    130                 135                 140                  
 
 10 

Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  
 
 
Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Thr Tyr Pro Asn  15 

                165                 170                 175      
 
 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  
            180                 185                 190          20 

 
 
Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              
 25 

 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  
    210                 215                 220                  
 
 30 

Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  
 
 
Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  35 

                245                 250                 255      
 
 
Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  
            260                 265                 270          40 

 
 
Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Thr Met  
        275                 280                 285              
 45 

 
Gly Glu Cys Asn Ala Thr Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  
    290                 295                 300                  
 
 50 

Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  
 
 
Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  55 

                325                 330                 335      
 
 
Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          60 

 
 
Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
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        355                 360                 365              
 
 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  
    370                 375                 380                  5 

 
 
Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  
 10 

 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  
                405                 410                 415      
 
 15 

Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          
 
 
Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  20 

        435                 440                 445              
 
 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  
    450                 455                 460                  25 

 
 
Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  
 30 

 
Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  
                485                 490                 495      
 
 35 

Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          
 
 
Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  40 

        515                 520                 525              
 
 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  
    530                 535                 540                  45 

 
 
Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  
 50 

 
Cys Arg Ile Cys Ile  
                565  
 
 55 

<210>  23 
<211>  1695 
<212>  ADN 
<213>  Secuencia artificial 
 60 

<220> 
<223>  Gen de HA de la gripe 10-0036-2 (n+4, en relación a parental) 
 

E13740452
06-03-2018ES 2 662 022 T3

 



 

50 
 

<400>  23 
atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 
 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 
 5 

gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 
ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt aattgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 
aacccagagt gcgaattgct gatttccaat gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 10 

 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 
 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 
 15 

cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 
tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtacgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 
tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 20 

 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 
 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 
 25 

ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
 
aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 
atcatcacat caaatgcaac aatgggtgaa tgtaatgcaa agtgtcaaac acctcaggga      900 30 

 
gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 
 
aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 
 35 

caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 
gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 
 
caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 40 

 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 
 
gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 
 45 

ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 
ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 
 
tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 50 

 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 
 
ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 
 55 

gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 
tgtagaatat gcatc                                                      1695 
 
 60 

<210>  24 
<211>  565 
<212>  PRT 
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<213>  Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  AA predicho de HA de la gripe 10-0036-2 (n+4, en relación a parental) 
 5 

<400>  24 
 
Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       
 10 

 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  
            20                  25                  30           
 
 15 

Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               
 
 
Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile  20 

    50                  55                  60                   
 
 
Ala Pro Leu Gln Leu Gly Asn Cys Ser Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly  
65                  70                  75                  80   25 

 
 
Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Asn Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 30 

 
Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  
            100                 105                 110          
 
 35 

Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              
 
 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  40 

    130                 135                 140                  
 
 
Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  45 

 
 
Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Thr Tyr Pro Asn  
                165                 170                 175      
 50 

 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  
            180                 185                 190          
 
 55 

Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              
 
 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  60 

    210                 215                 220                  
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Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  
 
 
Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  5 

                245                 250                 255      
 
 
Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  
            260                 265                 270          10 

 
 
Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Thr Met  
        275                 280                 285              
 15 

 
Gly Glu Cys Asn Ala Lys Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  
    290                 295                 300                  
 
 20 

Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  
 
 
Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  25 

                325                 330                 335      
 
 
Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          30 

 
 
Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
        355                 360                 365              
 35 

 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  
    370                 375                 380                  
 
 40 

Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  
 
 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  45 

                405                 410                 415      
 
 
Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          50 

 
 
Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  
        435                 440                 445              
 55 

 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  
    450                 455                 460                  
 
 60 

Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  
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Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  
                485                 490                 495      
 
 5 

Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          
 
 
Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  10 

        515                 520                 525              
 
 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  
    530                 535                 540                  15 

 
 
Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  
 20 

 
Cys Arg Ile Cys Ile  
                565  
 
 25 

<210>  25 
<211>  1695 
<212>  ADN 
<213>  Secuencia artificial 
 30 

<220> 
<223>  Gen de HA de la gripe 10-0036-2 (n+3, en relación a parental) 
 
<400>  25 
atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 35 

 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 
 
gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 40 

ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt aattgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 
aacccagagt gcgaattgct gatttccaat gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 
 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 45 

 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 
 
cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 50 

tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtacgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 
tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 
 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 55 

 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 
 
ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
 60 

aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 
atcatcacat caaatgcacc aatgggtgaa tgtaatgcaa agtgtcaaac acctcaggga      900 
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gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 
 
aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 
 5 

caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 
gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 
 
caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 10 

 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 
 
gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 
 15 

ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 
ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 
 
tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 20 

 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 
 
ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 
 25 

gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 
tgtagaatat gcatc                                                      1695 
 
 30 

<210>  26 
<211>  565 
<212>  PRT 
<213>  Secuencia artificial 
 35 

<220> 
<223>  AA predicho de HA de la gripe 10-0036-2 (n+3, en relación a parental) 
 
<400>  26 
 40 

Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       
 
 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  45 

            20                  25                  30           
 
 
Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               50 

 
 
Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile  
    50                  55                  60                   
 55 

 
Ala Pro Leu Gln Leu Gly Asn Cys Ser Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly  
65                  70                  75                  80   
 
 60 

Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Asn Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
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Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  
            100                 105                 110          
 
 5 

Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              
 
 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  10 

    130                 135                 140                  
 
 
Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  15 

 
 
Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Thr Tyr Pro Asn  
                165                 170                 175      
 20 

 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  
            180                 185                 190          
 
 25 

Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              
 
 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  30 

    210                 215                 220                  
 
 
Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  35 

 
 
Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  
                245                 250                 255      
 40 

 
Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  
            260                 265                 270          
 
 45 

Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Pro Met  
        275                 280                 285              
 
 
Gly Glu Cys Asn Ala Lys Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  50 

    290                 295                 300                  
 
 
Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  55 

 
 
Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  
                325                 330                 335      
 60 

 
Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          
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Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
        355                 360                 365              
 5 

 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  
    370                 375                 380                  
 
 10 

Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  
 
 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  15 

                405                 410                 415      
 
 
Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          20 

 
 
Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  
        435                 440                 445              
 25 

 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  
    450                 455                 460                  
 
 30 

Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  
 
 
Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  35 

                485                 490                 495      
 
 
Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          40 

 
 
Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  
        515                 520                 525              
 45 

 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  
    530                 535                 540                  
 
 50 

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  
 
 
Cys Arg Ile Cys Ile  55 

                565  
 
 
<210>  27 
<211>  1695 60 

<212>  ADN 
<213>  Secuencia artificial 
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<220> 
<223>  Gen de HA de la gripe 10-0036-2 (n+2, en relación a parental) 
 
<400>  27 
atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 5 

 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 
 
gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 10 

ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt aattgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 
aacccagagt gcgaattgct gatttccaat gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 
 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 15 

 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 
 
cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 20 

tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtctgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 
tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 
 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 25 

 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 
 
ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
 30 

aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 
atcatcacat caaatgcacc aatgggtgaa tgtaatgcaa agtgtcaaac acctcaggga      900 
 
gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 35 

 
aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 
 
caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 40 

gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 
 
caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 
 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 45 

 
gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 
 
ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 50 

ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 
 
tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 
 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 55 

 
ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 
 
gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 60 

tgtagaatat gcatc                                                      1695 
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<210>  28 
<211>  565 
<212>  PRT 
<213>  Secuencia artificial 
 5 

<220> 
<223>  AA predicho de HA de la gripe 10-0036-2 (n+2, en relación a parental) 
 
<400>  28 
 10 

Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       
 
 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  15 

            20                  25                  30           
 
 
Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               20 

 
 
Leu Leu Glu Asp Ser His Asn Gly Lys Leu Cys Leu Leu Lys Gly Ile  
    50                  55                  60                   
 25 

 
Ala Pro Leu Gln Leu Gly Asn Cys Ser Val Ala Gly Trp Ile Leu Gly  
65                  70                  75                  80   
 
 30 

Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Asn Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 
 
Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  35 

            100                 105                 110          
 
 
Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              40 

 
 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  
    130                 135                 140                  
 45 

 
Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  
 
 50 

Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Leu Tyr Pro Asn  
                165                 170                 175      
 
 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  55 

            180                 185                 190          
 
 
Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              60 

 
 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  
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    210                 215                 220                  
 
 
Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  5 

 
 
Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  
                245                 250                 255      
 10 

 
Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  
            260                 265                 270          
 
 15 

Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Pro Met  
        275                 280                 285              
 
 
Gly Glu Cys Asn Ala Lys Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  20 

    290                 295                 300                  
 
 
Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  25 

 
 
Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  
                325                 330                 335      
 30 

 
Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          
 
 35 

Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
        355                 360                 365              
 
 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  40 

    370                 375                 380                  
 
 
Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  45 

 
 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  
                405                 410                 415      
 50 

 
Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          
 
 55 

Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  
        435                 440                 445              
 
 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  60 

    450                 455                 460                  
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Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  
 
 
Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  5 

                485                 490                 495      
 
 
Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          10 

 
 
Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  
        515                 520                 525              
 15 

 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  
    530                 535                 540                  
 
 20 

Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  
 
 
Cys Arg Ile Cys Ile  25 

                565  
 
 
<210>  29 
<211>  1695 30 

<212>  ADN 
<213>  Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  Gen de HA de la gripe 10-0036-2 (n+1, en relación a parental) 35 

 
<400>  29 
atgaaagtaa aactaatggt tctgttatgt acatttacag ctacatatgc agacacaata       60 
 
tgtgtaggct accatgccaa caactcaact gacactgttg acacagtact tgagaagaat      120 40 

 
gtgacagtga cacactctgt caacctactt gaggacagcc acaatggaaa actatgtcta      180 
 
ctaaaaggaa tagctccact acaattgggt agttgcagcg ttgccggatg gatcttagga      240 
 45 

aacccagagt gcgaattgct gatttccaat gaatcttggt cctacattgt agaaacacca      300 
 
aatcctgaga atggaacatg ttacccaggg tatttcacag actatgaaga actgagggag      360 
 
caattgagtt cagtatcttc atttaagagg ttcgaaatat tccccaaaga gagctcatgg      420 50 

 
cccaaccaca ccgtaaccgg agtgtcatca tcatgctccc ataacgggaa aagcagcttc      480 
 
tacagaaatt tgctatggct gacggtgaag aacggtctgt acccaaacct gagcaagtcc      540 
 55 

tatacaaaca aaaaggagaa agaagtcctt gtactatggg gtgttcatca cccatctaac      600 
 
ataggggacc aaagggccct ctatcataca gaaaatgctt atgtctctgt agtgtcttca      660 
 
cattatagca gaagattcac cccagaaata gccaaaagac ccaaggtgag aaatcaggaa      720 60 

 
ggaagaatca actactactg gaccctgcta gaacccgggg atacaataat atttgaggca      780 
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aatggaaatc taatagcacc aaggtatgcc ttcgaactga gtaagggttt tggatcagga      840 
 
atcatcacat caaatgcacc aatgggtgaa tgtaatgcaa agtgtcaaac acctcaggga      900 
 
gctataaaca gcagtcttcc tttccagaat gtacacccag taacaatagg agagtgccca      960 5 

 
aagtatgtca aaagtgcaaa attaaggatg gttacaggac taaggaacac cccatccatt     1020 
 
caatccagag gtttgtttgg agccattgcc ggtttcattg aaggagggtg gactggaatg     1080 
 10 

gtagatggtt ggtatggtta tcaccatcag aatgagcaag gatctgggta tgctgcagac     1140 
 
caacaaagca cacaaaatgc cattaatggg attacaaaca aggtgaattc tgtgattgaa     1200 
 
aaaatgaaca ctcaattcac agctgtgggc aaagaattca acaaactgga aagaagaatg     1260 15 

 
gaaaacttaa ataaaaaggt tgatgatggg tttctagaca tttggacata taatgcagaa     1320 
 
ttgttagttc tactggaaaa tgaaaggact ttggatttcc atgactccaa cgtgaagaat     1380 
 20 

ctgtatgaga aagtaaaaag ccaattaaaa aataatgcca aagaaatagg aaacgggtgt     1440 
 
tttgaattct atcataagtg taacgatgaa tgcatggaga gtgtgaaaaa tggaacttat     1500 
 
gactatccaa aatattccga agaatcaaag ttaaacaggg agaaaattga tggagtgaaa     1560 25 

 
ttggaatcaa tgggagtcta taatatcctg gcgatctact caacagtcgc cagttcccta     1620 
 
gttcttttag tctccctggg ggcaatcagc ttctggatgt gttccaatgg gtctttacag     1680 
 30 

tgtagaatat gcatc                                                      1695 
 
 
<210>  30 
<211>  565 35 

<212>  PRT 
<213>  Secuencia artificial 
 
<220> 
<223>  AA predicho de HA de la gripe 10-0036-2 (n+1, en relación a parental) 40 

 
<400>  30 
 
Met Lys Val Lys Leu Met Val Leu Leu Cys Thr Phe Thr Ala Thr Tyr  
1               5                   10                  15       45 

 
 
Ala Asp Thr Ile Cys Val Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Asp Thr  
            20                  25                  30           
 50 

 
Val Asp Thr Val Leu Glu Lys Asn Val Thr Val Thr His Ser Val Asn  
        35                  40                  45               
 
 55 

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

65                  70                  75                  80   
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Asn Pro Glu Cys Glu Leu Leu Ile Ser Lys Glu Ser Trp Ser Tyr Ile  
                85                  90                  95       
 
 
Val Glu Thr Pro Asn Pro Glu Asn Gly Thr Cys Tyr Pro Gly Tyr Phe  5 

            100                 105                 110          
 
 
Thr Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe  
        115                 120                 125              10 

 
 
Lys Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Thr  
    130                 135                 140                  
 15 

 
Val Thr Gly Val Ser Ser Ser Cys Ser His Asn Gly Lys Ser Ser Phe  
145                 150                 155                 160  
 
 20 

Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Val Lys Asn Gly Leu Tyr Pro Asn  
                165                 170                 175      
 
 
Leu Ser Lys Ser Tyr Thr Asn Lys Lys Glu Lys Glu Val Leu Val Leu  25 

            180                 185                 190          
 
 
Trp Gly Val His His Pro Ser Asn Ile Gly Asp Gln Arg Ala Leu Tyr  
        195                 200                 205              30 

 
 
His Thr Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Ser Ser His Tyr Ser Arg  
    210                 215                 220                  
 35 

 
Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Lys Arg Pro Lys Val Arg Asn Gln Glu  
225                 230                 235                 240  
 
 40 

Gly Arg Ile Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Glu Pro Gly Asp Thr Ile  
                245                 250                 255      
 
 
Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Glu  45 

            260                 265                 270          
 
 
Leu Ser Lys Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Pro Met  
        275                 280                 285              50 

 
 
Gly Glu Cys Asn Ala Lys Cys Gln Thr Pro Gln Gly Ala Ile Asn Ser  
    290                 295                 300                  
 55 

 
Ser Leu Pro Phe Gln Asn Val His Pro Val Thr Ile Gly Glu Cys Pro  
305                 310                 315                 320  
 
 60 

Lys Tyr Val Lys Ser Ala Lys Leu Arg Met Val Thr Gly Leu Arg Asn  
                325                 330                 335      
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Thr Pro Ser Ile Gln Ser Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe  
            340                 345                 350          
 
 5 

Ile Glu Gly Gly Trp Thr Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His  
        355                 360                 365              
 
 
His Gln Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala Asp Gln Gln Ser Thr  10 

    370                 375                 380                  
 
 
Gln Asn Ala Ile Asn Gly Ile Thr Asn Lys Val Asn Ser Val Ile Glu  
385                 390                 395                 400  15 

 
 
Lys Met Asn Thr Gln Phe Thr Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn Lys Leu  
                405                 410                 415      
 20 

 
Glu Arg Arg Met Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu  
            420                 425                 430          
 
 25 

Asp Ile Trp Thr Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu  
        435                 440                 445              
 
 
Arg Thr Leu Asp Phe His Asp Ser Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys  30 

    450                 455                 460                  
 
 
Val Lys Ser Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys  
465                 470                 475                 480  35 

 
 
Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asn Asp Glu Cys Met Glu Ser Val Lys  
                485                 490                 495      
 40 

 
Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Ser Glu Glu Ser Lys Leu Asn  
            500                 505                 510          
 
 45 

Arg Glu Lys Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Ser Met Gly Val Tyr Asn  
        515                 520                 525              
 
 
Ile Leu Ala Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Val Leu Leu Val  50 

    530                 535                 540                  
 
 
Ser Leu Gly Ala Ile Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu Gln  
545                 550                 555                 560  55 

 
 
Cys Arg Ile Cys Ile  
                565  
 60 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Cepa atenuada de la gripe porcina capaz de proporcionar una respuesta inmunitaria segura y eficaz en animales 
porcinos contra la gripe o enfermedades causadas por la gripe, que codifica un gen de HA que tiene al menos 4 sitios de 
glicosilación adicionales en relación a una cepa parental virulenta, en la que los sitios de glicosilación se seleccionan de 5 

S71N, K90N, L173T, P287T y K294T, y en la que la localización del cambio o cambios de aminoácidos se basa en el gen 
de HA codificada por la cepa parental virulenta que tiene la secuencia tal como se expone en la SEQ ID NO: 18. 
 
2. Cepa, según la reivindicación 1, en la que la proteína HA tiene la secuencia tal como se expone en la SEQ ID NO: 22. 
 10 

3. Cepa, según la reivindicación 1, en la que la proteína HA tiene la secuencia tal como se expone en la SEQ ID NO: 24. 
 
4. Composición inmunológica que comprende la cepa atenuada, según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 
 
5. Composición, según la reivindicación 4, que comprende además un vehículo, diluyente o excipiente farmacéutica o 15 

veterinariamente aceptable, y que proporciona una respuesta inmunitaria protectora en animales porcinos contra la 
estimulación por la gripe porcina virulenta. 
 
6. Composición, según la reivindicación 5, que comprende además al menos un antígeno adicional asociado con o derivado 
de un patógeno porcino distinto de la gripe porcina; y en la que dicho al menos uno o más antígenos adicionales son 20 

capaces de provocar en un animal porcino una respuesta inmunitaria contra M. hyo, circovirus porcino 2 (PCV2), virus del 
síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), virus de la gripe porcina (SIV) u otros patógenos capaces de infectar 
y causar enfermedad o susceptibilidad a la enfermedad en un animal porcino. 
 
7. Composición, según cualquiera de las reivindicaciones 4-6, para usar en la vacunación de un animal porcino en la que 25 

el animal porcino es preferiblemente una cerda de aproximadamente 3 semanas a aproximadamente 6 semanas antes de 
parir. 
 
8. Composición que comprende una pluralidad de vectores para la producción de gripe porcina atenuada que incluye un 
vector que comprende un promotor unido operativamente a un ADNc de HA del virus de la gripe, en la que el ADNc de HA 30 

codifica sitios de glicosilación adicionales en relación a una HA codificada por una cepa de la gripe porcina parental 
virulenta, en la que los sitios de glicosilación adicionales se seleccionan de S71N, K90N, L173T, P287T y K294T, y en la 
que la numeración de los cambios de aminoácidos se basa en el gen de la HA codificada por la cepa parental virulenta 
que tiene la secuencia, tal como se expone en la SEQ ID NO: 18; y preferiblemente en la que el ADNc de HA para la 
producción de la gripe atenuada codifica la proteína, tal como se expone en las SEQ ID NO: 22 o 24. 35 
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SEQ ID NO. TIPO DESCRIPCIÓN 
1 ADN gen de PB2 de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
2 PRT AA predicho de PB2 de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
3 ADN gen de PB1 de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
4 PRT AA predicho de PB1 de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
5 ADN gen de PA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
6 PRT AA predicho de PA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
7 ADN gen de HA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
8 PRT AA predicho de HA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
9 ADN gen de NP de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
10 PRT AA predicho de NP de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
11 ADN gen de NA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
12 PRT AA predicho de NA de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
13 ADN gen de M de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
14 PRT AA predicho de M de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
15 ADN gen de NS de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
16 PRT AA predicho de NS de gripe A/cerdo/Carolina del norte/3793/08(H1N1) – 10-0036-2 
17 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 0, parental) - RG 10-0036-2 
18 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 0, parental) - RG 10-0036-2 
19 ADN gen de NA de gripe 10-0036-2 (n + 0, parental) - RG 10-0036-2 
20 PRT AA predicho de NA de gripe 10-0036-2 (n + 0, = parental) - RG 10-0036-2 
21 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 5, en relación a RG 10-0036-2) 
22 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 5, en relación a RG 10-0036-2) 
23 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 4, en relación a RG 10-0036-2) 
24 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 4, en relación a RG 10-0036-2) 
25 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 3, en relación a RG 10-0036-2) 
26 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 3, en relación a RG 10-0036-2) 
27 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 2, en relación a RG 10-0036-2) 
28 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 2, en relación a RG 10-0036-2) 
29 ADN gen de HA de gripe 10-0036-2 (n + 1, en relación a RG 10-0036-2) 
30 PRT AA predicho de HA de gripe 10-0036-2 (n + 1, en relación a RG 10-0036-2) 

 
Figura 4 
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