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DESCRIPCION
Produccién de vacunas contra el virus de la gripe
Produccién de vacuna virica

La presenta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos
N.°61/122.961, presentada el 16 de diciembre de 2008.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a materiales y métodos para la producciéon de una vacuna mejorada
contra el virus de la gripe. La invencion proporciona un virus reagrupado que expresa hemaglutinina y
neuraminidasa a partir de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y que también tiene todos los genes internos de una
cepa H5N1 diferente de la gripe A. Se contempla que el gen de la hemaglutinina se muta para presentar una accién
patdégena disminuida en comparacién con el gen de la hemaglutinina en la cepa de tipo silvestre.

Antecedentes de la invencion

La produccion de vacunas eficientes requiere el crecimiento de grandes cantidades de virus producidos con altos
rendimientos a partir de un sistema hospedador. Los diferentes tipos de virus requieren diferentes condiciones de
crecimiento con el fin de obtener rendimientos aceptables. Por tanto, el hospedador en el que se cultiva el virus es
de gran importancia. En funcién del tipo de virus, un virus puede cultivarse en células de cultivo de tejido primario,
estirpes celulares establecidas o en huevos embrionados, tales como los de pollo.

Algunas de las estirpes celulares de mamifero que se usan como sistemas de hospedadores viricos producen virus
en altos rendimientos, pero la naturaleza oncégena de dichas células invoca limitaciones reglamentarias contra su
uso para la produccion de vacunas. De hecho, las directrices aplicables de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indican que solo se permiten unas pocas estirpes celulares para la produccién de vacunas de virus.

Existen tres tipos generales de los virus de la gripe, el tipo A, el tipo B y el tipo C, que se definen por la ausencia de
reactividad cruzada serolégica entre sus proteinas internas. Los virus de la gripe de tipo A se clasifican
adicionalmente en subtipos basandose en las diferencias antigénicas de sus glucoproteinas, las proteinas
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Los seres humanos son susceptibles a enfermedades provocadas por
infeccion con cada uno de los virus de la gripe de tipo A, By C.

Actualmente, las causas mas importantes de las infecciones gripales en seres humanos son las atribuibles al tipo B
y a los subtipos HIN1 y H3N2 de la gripe de tipo A. En consecuencia, los antigenos del tipo B y de los subtipos
H1N1 y H3N2 de la gripe de tipo A son los que generalmente se incorporan en las presentes vacunas contra la gripe
estacional. Las vacunas disponibles actualmente tienen tasas de proteccion que varian entre el 75-90 %. Sin
embargo, las cepas de gripe que pueden provocar infeccion pandémica son, por ejemplo, del subtipo H5N1, del que
no protegen las vacunas contra la gripe normales. Los subtipos H2, H7 y H9 también tienen potencial pandémico.
Véase, por ejemplo, Koopmans et al., Lancet 363: 587-93, 2004; Joseph et al., Md Med. 6: 30-2, 2005; Cameron et
al., Virology 278: 36-41, 2000; y Huber et al., Pediatri Infect Dis 27 (Supl. 10): S1 13-17, 2008.

Recientemente se han aprobado vacunas de virus de la gripe vivos atenuados para su uso en los Estados Unidos.
Muchas vacunas actuales son para la infeccion de gripe estacional y contienen dos componentes de la gripe A,
HIN1 y H3N2 y un componente de la gripe B. En los ultimos afios, al menos uno de los componentes se cambié
cada afio debido a la deriva antigénica y la mutacién en las proteinas del virus de la gripe. Se toman aislados
clinicos de virus de la gripe humana de pacientes infectados y se reagrupan en huevos de gallina embrionados con
una cepa maestra adaptada en laboratorio de virus donante de alto crecimiento, la cepa del virus de la gripe
A/PuertoRico/8/34 (H1N1) (patente de los EE.UU. 7.037.707). El objetivo de la reagrupacién es aumentar el
rendimiento de las cepas vacunales candidatas conseguidas por reagrupacion de al menos los genes de HA o NA
de los aislados clinicos primarios, con los seis genes internos del virus donante de la cepa maestra. Esta estrategia
proporciona reagrupados de alto crecimiento que tienen determinantes antigénicos similares a las de los aislados
clinicos (Wood, J. M. y Williams, M. S., Textbook of Influenza. Blackwell Science Ltd, Oxford, 1998; Robertson et al.,
Biologicals, 20: 213, 1992). Las vacunas se preparan mediante el cultivo de esta cepa virica reagrupada en huevos
embrionados y después inactivando el virus purificado por medios quimicos.

Los virus de la gripe aviar altamente patégenos son capaces de provocar una enfermedad respiratoria grave y
mortalidad en aves. Esta caracteristica es conocida solo para la HA de los subtipos H5 y H7. Debido a la capacidad
de algunos virus aviares para transmitirse a los seres humanos, también se convierten en un problema de salud
humana. La accion patégena de los virus de la gripe aviar es una propiedad poligénica, pero se ha demostrado que
la proteina HA tiene la funcion principal en la infeccion. Un requisito previo para la infectividad del virus es la escision
de la proteina HA precursora (HAO) en las subunidades HA1 y HA2. Esta escisién libera el péptido que es
responsable de la fusibn de membranas viricas y endosdmicas. Los virus de baja accidon patdégena expresan
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moléculas HA de superficie que se activan solamente por las proteasas similares a tripsina secretadas por células
respiratorias 0 gastrointestinales (Perdue et al., Virus Res 49: 173-86, 1997). El sitio de escision de los virus
altamente patdégenos se cambia de manera que pueda ser escindido por diferentes proteasas de la célula,
especialmente por la furina ubicua que esta presente en la mayoria de las células (Steinhauer D., Virology 258: 1-20,
1999; Swayne D., Vet Pathol 34, 557-67, 1997). Todas las cepas altamente patdgenas contienen invariablemente
multiples restos basicos (como R y K) en el sitio de escision (Perdue et al., citado anteriormente). Por tanto, el virus
puede propagarse rapidamente y replicarse en casi cualquier 6rgano e inducir una infeccion sistémica.

Se han producido virus reagrupados H5N1 atenuados mediante genética inversa (RG, Palese et al., Proc Natl Acad
Sci (EE.UU.) 93: 11354-58, 1996), usando los genes HA y NA de una cepa H5N1 y la insercion de estos genes en
un virus "estructura principal" que comprende el resto de los genes internos del virus de la gripe de un virus que es
menos patdégeno. La estructura principal utilizada con frecuencia deriva de la cepa prototipo A/Puerto Rico/8/34
(A/PR/8/34) del subtipo HIN1 que esta altamente adaptada al crecimiento en huevos y solo las dos glucoproteinas
de superficie hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) derivan de un virus H5N1. Estos virus reagrupados estan
disefiados para la produccién de vacunas en huevos, pero el crecimiento de los reagrupamientos de genética
inversa existentes conocidos en la técnica es deficiente en huevos y en cultivo celular. Por ejemplo, Suguitan et al.
(PLoS Medicine 3:1541-1554, 2006) describen el uso de la estructura principal adaptada al frio Ann Arbor (ca AA)
para generar virus que tienen los genes HA y NA de las cepas H5N1, A/Hong Kong/213 y A/Vietnam/1203/2004.
Estos virus demostraron la atenuacién in vivo, es decir, no fueron letales en pollos, y también presentaron algunos
efectos protectores en expuestos nuevamente al virus H5N1 de tipo silvestre. Shengqgiang et al. (J Infectious Dis
179: 1132-8, 1999) también produjeron virus recombinantes usando genes de la HA y de la NA de una cepa Hong
Kong pandémica y genes internos de la cepa Ann Arbor. El crecimiento de estos virus en huevos, sin embargo, no
es el 6ptimo.

Analogamente, Ming, et al., Chin. J. Biotech. (2006) 22: 720-726, describieron, entre otras cosas, un virus
reagrupado que comprende genes internos procedentes de las cepas viricas HIN2, con un gen de la HA modificado
de una cepa H5N1 y un gen de NA de H2N3. Shi, et al., Vaccine (2007) 25: 73797384, describieron, entre otras
cosas, un virus reagrupado que tiene genes internos de una cepa H9N2, con un gen de la HA modificado y un gen
de NA de tipo silvestre de una cepa H5N1. Hickman, et al., (J. Gen. Virol. 89: 2682-2690, 2008), describieron, entre
otras cosas, una vacuna que comprende genes de la estructura principal de una cepa H9N2 rescatada con genes de
HA y/o NA de cepas H1N1, H5N1 y H7N2.

Estudios recientes han intentado generar vacunas que se han cultivado en cultivo de células de mamifero para evitar
los problemas observados habitualmente con el crecimiento de virus en huevo, por ejemplo, el coste del
sostenimiento y el mantenimiento de las instalaciones de huevos, la purificacién de virus a partir de proteina de
huevo y la alergia a la proteina de huevo residual. Las patentes de los EE.UU. 6.146.873 y 7.132.271, entre otras,
analizan el desarrollo de estirpes de cultivo celular que sean capaces de producir virus de calidad para vacunas.
Véase también Kistner et al., (Vaccine 16: 960-8, 1998), que desvelan células VERO adaptadas para la mejora del
crecimiento virico y la produccién de vacunas, y Ehrlich et al., (New Eng J Med 35: 2573-84, 2008), que describieron,
entre otros, una vacuna de virus entero H5N1 inactivada con formol cultivado en células Vero.

Por tanto, sigue habiendo una necesidad en la técnica de producir una vacuna contra la gripe pandémica o
estacional que tenga una antigenicidad aumentada en comparacibn con vacunas anteriores, que pueda
desencadenar una buena respuesta inmunitaria en un hospedador sin provocar infeccién y que presente un
crecimiento robusto en cultivo de células de mamifero.

Sumario de la invencién
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invenciéon proporciona la producciéon de una vacuna mejorada contra el virus de la gripe, en la que la
vacuna comprende un virus reagrupado que tiene un gen de la hemaglutinina y un gen de la neuraminidasa de la
misma cepa del virus del a gripe A subtipo H5N1 y genes internos de una cepa virus del a gripe A subtipo H5N1
diferente. En un aspecto, los genes de la HA y de la NA y los genes internos derivan de una cepa H5N1 altamente
patégena del virus de la gripe A.

En un aspecto, la invencion proporciona un virus de la gripe reagrupado que comprende: segmentos de genes
internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NSA de un primer virus de la gripe subtipo A y genes de la hemaglutinina (HA) y de
la neuraminidasa (NA) del subtipo del virus de la gripe de los que derivan los genes internos, los genes internos
derivados de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe A y los genes de la HA y de la NA derivados de
una segunda cepa en el subtipo del virus de la gripe A. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprende un
gen NS1, un gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2.

En una realizacion, la invencién contempla un virus de la gripe reagrupado purificado que comprende segmentos de
genes internos (PB1, PB2, PA, NP, My NS) de una cepa H5N1 del virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina
(HA) y la neuraminidasa (NA) de un virus de la gripe A H5N1 diferente, los genes de la HA y de la NA derivados de
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la misma cepa virica. En una realizacion relacionada, los genes de la HA y de la NA son de un primer clado H5N1 y
los genes internos son de un segundo clado H5N1. En una realizacion adicional, los genes de la HA y de la NA y los
genes internos derivan del mismo clado. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprende un gen NS1, un
gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2.

El gen de la HA del virus reagrupado se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en un
sitio de escision polibasico. En una realizacion, la modificacion en el sitio de escision polibasico en el gen de la HA
es la mutacién de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) — TETR (SEQ ID NO: 14).

En otra realizacion, el virus se caracteriza por la capacidad para propagarse en cultivos de células de mamiferos. En
una realizacion adicional mas, las células de mamifero se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-
5, MRC-9, Lederle 130, higado Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, [IVIR-90 y IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM
y HUT78 que expresan CD4, PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2. En una realizacion relacionada, el cultivo de
células de mamifero es un cultivo de células Vero.

En una realizacion, los genes internos de los virus reagrupados derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y
los que se describen en mas detalle a continuacion en la Descripcion detallada. En una realizacion relacionada,
dichos genes internos derivan de la cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietham/1203/2004,
A/Hong Kong/213/03, Al/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05 vy
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/3X/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05,
Alpollo/Vietnam/CS6/0S, Alpato criollo/Vietham/453/2004  A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong
Kong/156/1996. En una realizacion especifica, los genes internos son de A/Vietham/1203/2004.

En otra realizacion, los genes de la HA y de la NA del virus reagrupado derivan de un virus H5N1 conocido en la
técnica y de los que se describen en méas detalle a continuacién. En una realizacién adicional, dichos genes de la HA
y de la NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong
Kong/213/03, Allndonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, Alpavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05 y
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BB-Vet-1/05 y Dk/VNM/S654/05,
Alpollo/Vietnam/C58/05, Al/pato criollo/Vietnam/453/2004  A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 'y A/Hong
Kong/156/1996.

Los genes internos y los genes de la HA y de la NA derivan de la misma cepa de virus.

En una realizacion, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Vietnam/1203/2004. En otra realizacién,
los genes de la HA 'y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05.

En otro aspecto, la invencidon proporciona una composicion antigénica de virus de la gripe reagrupado que
comprende: segmentos de genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M y NS) de un primer virus de la gripe A del subtipo
H5N1 y genes de la hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) del subtipo del virus de la gripe del que derivan
los genes internos, los genes internos derivados de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe A y los
genes de la HA y de la NA derivados de una segunda cepa en el subtipo del virus de la gripe A. Se contempla
adicionalmente que el gen NS comprenda un gen NS1, un gen NS2 o un gen NS1 y un gen NS2.

En una realizacion, la composicion antigénica de virus de la gripe A, comprende segmentos internos de genes (PB1,
PB2, PA, NP, My NS) derivadas de una cepa H5NL1 del virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina (HA) y de la
neuraminidasa (NA) derivados de un virus de la gripe A H5N1 de una cepa diferente, los genes de la HA y de la NA
deriva de la misma cepa virica. Se contempla adicionalmente que el gen NS comprenda un gen NS1, un gen NS2 o
un gen NS1 y un gen NS2.

El gen de la HA de las composiciones se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en
un sitio de escision polibasico.

En una realizacién adicional, el virus de la gripe se caracteriza por la capacidad de propagarse en cultivos de células
de mamiferos.

En una realizacion, los genes internos de la composicion antigénica derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica
y de los que se describen en mas detalle a continuacion. En una realizacién relacionada, dichos genes internos
derivan de la cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietham/1203/2004, A/Hong Kong/213/03,
Allndonesia/5/05 A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04, A/codorniz/Vietnam/36/04,
MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96, Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05,
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MDk/JX/1701/05,  MDk/JX/2136/05,  MDk/JX/2295/05,  MDk/JX/2300/05,  Dk/GX/351/04,  Dk/GX/380/04,
Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05, A/pollo/Vietnam/C58/05, A/pato
criollo/Vietnam/453/2004 A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong Kong/156/1996. En una realizacién
especifica, los genes internos son de A/Vietnam/1203/2004.

En otra realizacion, los genes de la HA y de la NA de la composicién antigénica derivan de un virus H5N1 conocido
en la técnica y de los que se describen en mas detalle a continuacion. En una realizacion adicional, dichos genes de
la HA y de la NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004,
A/Hong Kong/213/03, Al/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, A/pavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05 vy
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/NakornPatom/Tailandia/CU-K2/04, Alpollo/Vietnam/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/3X/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/\VNM/S654/05,
Al/pollo/Vietham/C58/05, Al/pato criollo/Vietham/453/2004  A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 'y A/Hong
Kong/156/1996.

Los genes internos y los genes de la HA y de la NA de la composicién antigénica derivan de la misma cepa de virus.

En una realizacion, los genes de la HA y de la NA de la composicion antigénica son de la cepa H5N1
A/Vietnam/1203/2004. En otra realizacion, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05.

En una realizacién adicional mas, la modificacion en el sitio de escision polibasico en el gen de la HA es una
mutacion de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) —» TETR (SEQ ID NO: 14).

En otra realizacion, la composicion antigénica comprende adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencion contempla una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado, comprendiendo
el virus: i) un polinucledtido que codifica la proteina de superficie HA y un polinucleétido que codifica la proteina de
superficie NA, cada una de HA y NA derivada de una primera cepa del subtipo H5N1 del virus de la gripe A; un
polinucleétido que codifica PB1; un polinucleétido que codifica PA, un polinucleétido que codifica PB2, un
polinucleétido que codifica M, un polinucleétido que codifica NS (NS1 y/o NS2), un polinucleétido que codifica NP,
los polinucledtidos para PB1, PB2, PA, NP, M y NS derivados de una segunda cepa del subtipo H5N1 del virus de la
gripe A, en la que los polinucledtidos estan operativamente unidos para permitir el empaquetamiento de los
polinucleétidos reagrupados en un virién.

En una realizacién relacionada, la invencién proporciona una vacuna que comprende un virus de la gripe A
reagrupado, comprendiendo el virus: un polinucleétido que codifica la proteina de superficie HA y un polinucleétido
gue codifica la proteina de superficie NA, cada una de HA y NA derivada de una cepa del virus de la gripe H5N1; un
polinucleétido que codifica PB1; un polinucleétido que codifica PA, un polinucleétido que codifica PB2, un
polinucleétido que codifica M, un polinucleétido que codifica NS1 (NS1 y/o NS2), un polinucleétido que codifica NP,
los polinucleétidos para PB1, PA, PB2, M, NP y NS) derivados de una cepa de virus de la gripe H5N1 diferente,
estando los polinucleétidos unidos operativamente para permitir el empaquetamiento de los polinucleétidos
reagrupados en un virion.

El gen de la HA de las composiciones se modifica para producir un virus atenuado. El gen de la HA se modifica en
un sitio de escision polibasico.

En una realizacion, los genes internos de la vacuna derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y de los que se
describen en mas detalle a continuacién. En una realizacién relacionada, dichos genes internos derivan de la cepa
H5N1 A/Vietnam/1203/2004.

En otra realizacion, los genes de la HA y de la NA de la vacuna derivan de un virus H5N1 conocido en la técnica y
de los que se describen en mas detalle a continuacion. En una realizacién adicional, dichos genes de la HA y de la
NA derivan de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietham/1203/2004, A/Hong
Kong/213/03, A/Indonesia/5/05, que A/Hong Kong/156/97, Al/pavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05 vy
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/NakornPatom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05,
Alpollo/Vietnam/C58/05, Al/pato criollo/Vietnam/453/2004  A/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 'y A/Hong
Kong/156/1996.

Los genes internos y los genes de la HA y de la NA de la vacuna derivan de la misma cepa de virus.

En una realizacion, los genes de la HA y de la NA de la vacuna son de la cepa H5N1 A/Vietham/1203/2004. En otra
realizacién, los genes de la HA y de la NA son de la cepa H5N1 A/Indonesia/5/05.
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En una realizacién adicional mas, la modificacién en el sitio de escision polibasico en el gen de la HA es una
mutacién de RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) — TETR (SEQ ID NO: 14).

En otra realizacion, la vacuna comprende adicionalmente un adyuvante. Los adyuvantes de ejemplo incluyen, pero
no se limitan a saponina, detergentes no iénicos, aceite vegetal, geles minerales tales como hidréxido de aluminio,
sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o
hidrocarburos, hemocianinas de lapa californiana y adyuvantes humanos potencialmente Utiles tales como N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina, N-acetilmuramil-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-s-n-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina, BCG (bacilo de Calmette-Guerin)
Corynebacterium parvum, ISCOM, nano-perlas, escualeno y copolimeros de bloque, que se contemplan para su uso
solos o en combinacion.

En una realizacion adicional, la vacuna es una vacuna inactivada. Se contempla que la inactivacion se realiza
usando métodos y agentes conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados a, formaldehido, irradiacion UV,
glutaraldehido, etilenimina binaria (BEI) y beta-propiolactona. También se contempla que la vacuna se administre en
forma de una vacuna de virus vivo atenuado.

En una realizacion, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 ug a 75 ug de HA. En una realizacién adicional,
la vacuna comprende un contenido de HA de 1 ug a 30 ug por vacuna. En realizaciones relacionadas, la dosis de
vacuna se administraa 1 yg, a 3 yg, a5 yg, a 7,5 yg, a 10 yg, a 12,5 yg, a 15 yg, a 20 yg, a 25 pg, a 30 yg de HA, o
en cualquier cantidad hasta 100 ug de HA segin sea necesario. En consecuencia, las dosificaciones de vacunas
individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 g, aproximadamente 2 ug, aproximadamente 3 g,
aproximadamente 4 pg, aproximadamente 5 pg, aproximadamente 6 ug, aproximadamente 7 ug, aproximadamente
8 ug, aproximadamente 9 ug, aproximadamente 10 ug, aproximadamente 11 ug, aproximadamente 12 g,
aproximadamente 13 ug, aproximadamente 14 ug, aproximadamente 15ug, aproximadamente 16 ug,
aproximadamente 17 ug, aproximadamente 18 ug, aproximadamente 19 ug, aproximadamente 20 g,
aproximadamente 21 ug, aproximadamente 22 ug, aproximadamente 23 ug, aproximadamente 24 g,
aproximadamente 25 pug, aproximadamente 30 pug, aproximadamente 35pug, aproximadamente 40 ug,
aproximadamente 45 pug, aproximadamente 50 ug, aproximadamente 55 pug, aproximadamente 60 ug,
aproximadamente 65 pug, aproximadamente 70 ug, aproximadamente 75 pug, aproximadamente 80 ug,
aproximadamente 85 ug, aproximadamente 90 ug, aproximadamente 95 ug, aproximadamente 100 uyg y mas de
100 pg de hemaglutinina proporcionada en dosificaciones individuales o multiples a la misma o diferente cantidad de
hemaglutinina.

En otro aspecto, se desvela un método para desencadenar una respuesta inmunitaria frente a al menos una cepa de
virus de la gripe pandémico en un sujeto, que comprende administrar un virus, composicién antigénica o una vacuna
como se describe en el presente documento en una cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infeccion de al
menos una cepa del virus de la gripe H5N1. En un aspecto relacionado, se desvela un método para desencadenar
una respuesta inmunitaria frente a al menos una cepa de virus de la gripe estacional en un sujeto, que comprende
administrar un virus, composicién antigénica o una vacuna como se describe en el presente documento en una
cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infeccion de al menos una cepa del virus de la gripe A y/o de la
gripe B.

En un aspecto adicional, se desvela un método para prevenir la infeccion de un sujeto por un virus de la gripe HSN1
gue comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus, composicién antigénica o una vacuna como se
describe en el presente documento. En otro aspecto, se desvela un método para prevenir la infeccién de un sujeto
por un virus de la gripe A o de la gripe B que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un virus,
composicion antigénica o una vacuna como se describe en el presente documento.

En una realizacion, la vacuna util en los métodos de la invenciéon comprende un contenido de HA de 1 ug a 75 ug
HA. En otra realizacion, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 ug a 30 ug por vacuna. En realizaciones
relacionadas, la dosis de vacuna se administraa 1 ug, a 3 ug, a5 ug, a 7,5 ug, a 10 ug, a 12,5 ug, a 15 ug, a 20 ug,
a 25 ug, a 30 ug de HA o en cualquier cantidad hasta 100 ug de HA segun sea necesario. En consecuencia las
dosificaciones de vacunas individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 pg, aproximadamente 2 ug,
aproximadamente 3 pg, aproximadamente 4 ug, aproximadamente 5 ug, aproximadamente 6 ug, aproximadamente
7 yg, aproximadamente 8 ug, aproximadamente 9 ug, aproximadamente 10 ug, aproximadamente 11 ug,
aproximadamente 12 ug, aproximadamente 13 ug, aproximadamente 14 ug, aproximadamente 15 g,
aproximadamente 16 ug, aproximadamente 17 uyg, aproximadamente 18 ug, aproximadamente 19 g,
aproximadamente 20 ug, aproximadamente 21 ug, aproximadamente 22 ug, aproximadamente 23 g,
aproximadamente 24 ug, aproximadamente 25 ug, aproximadamente 30 ug, aproximadamente 35 g,
aproximadamente 40 yg, aproximadamente 45 g, aproximadamente 50 pug, aproximadamente 55 g,
aproximadamente 60 ug, aproximadamente 65 ug, aproximadamente 70 pug, aproximadamente 75 ug,
aproximadamente 80 ug, aproximadamente 85 pug, aproximadamente 90 ug, aproximadamente 95 ug,
aproximadamente 100 uyg y mas de 100 ug de hemaglutinina proporcionada en dosificaciones individuales o
multiples a la misma o diferente cantidad de hemaglutinina.
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En otro aspecto, la invencion proporciona un método de fabricacién de una vacuna que comprende un virus de la
gripe reagrupado que comprende segmentos de genes internos (PB1, PB2, PA, NP, My NS) de una cepa H5N1 del
virus de la gripe A y genes de la hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) de un virus de la gripe A H5N1
diferente, los genes de la HA y de la NA derivados de la misma cepa virica y el gen de la HA modificado en un sitio
de escision polibasico para producir un gen de la HA atenuado, comprendiendo el método transfectar el virus en
células de mamifero en condiciones adecuadas para el crecimiento del virus reagrupado. En una realizacién
relacionada, el método de fabricacion de una vacuna descrita en el presente documento es util para fabricar una
vacuna que comprende una cepa de virus de la gripe estacional del tipo de la gripe A o de la gripe B.

En una realizacién, las células de mamifero se seleccionan entre el grupo que consiste en MRC-5, MRC-9, Lederle
130, higado Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, IMR-90 y IMR91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que
expresan CD4, PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2. En una realizacion relacionada, las células de mamifero
son células Vero.

Se excluyen de la presente invencion cualesquier virus (de la gripe A y de la gripe B) desvelados o producidos
anteriormente, por ejemplo, usando estructuras principales tales como A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60
(H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2) y B/Ann Arbor/1/66, que tienen genes internos de una cepa de un primer
subtipo y los genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo, en cualesquiera publicaciones
anteriores referenciadas en el presente documento, incluyendo, pero no limitadas a: Patentes de los EE.UU.
4.552.758; 7.037.707; 7.601.356; 7.566.458; 7.527.800; 7.510.719; 7.504.109; 7.465.456; y 7.459.162;
Publicaciones de Patente de los EE.UU. N.° 20090297554, 20090246225, 20090208527, 20090175909,
20090175908, 20090175907, 20090136530, 20080069821, 20080057081, 20060252132, 20060153872,
20060110406, 20050158342, 20050042229 y 20070172929; Publicaciones de Patente Internacional N.° WO
2008/157583, WO 2008/021959, WO 2007/048089, WO 2006/098901, WO 2006/063053, WO 2006/041819, WO
2005/116260, WO 2005/116258, WO 2005/115448, WO 2005/062820, WO 2003/091401 y cualesquier virus
identificados en las mismas como Utiles para la vacuna FLUMIST™, que puede contener genes internos de una
cepa de subtipo del virus de la gripe Ay genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo en un
virus recombinante.

En una realizacion, la presente invencion también excluye virus reagrupados de origen natural que comprendan una
estructura principal de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA de una
segunda cepa del mismo subtipo del virus de la gripe. La expresién "virus reagrupado de origen natural® como se
usa en el presente documento se refiere a un virus reagrupado que se recombina en un entorno natural, por
ejemplo, el hospedador virico, sin la intervencion de una fuente externa.

En una realizacion adicional, la invenciéon excluye virus reagrupados que tengan uno 0 mas genes internos
modificados de un primer subtipo del virus de la gripe A o B como estructura principal, por ejemplo, A/Puerto
Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) o B/Ann Arbor/1/66 mutados, y genes de la HA y de la NA de la misma
cepa del virus de la gripe, por ejemplo, como se ejemplifica en la Publicacién de Patente de los EE.UU. N.°
20070172929. La invencidn contempla, sin embargo, que un virus que comprende genes internos modificados de la
cepa de estructura principal de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA del mismo subtipo, pero
diferentes cepas, se incluya dentro del alcance de la invencion.

En otra realizacion mas, la invencién excluye virus reagrupados generados usando virus adaptados al frio como la
cepa de estructura principal/donante, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 (H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2), B/Ann
Arbor/1/66 y otros conocidos en la técnica, en los que los genes de estructura principal internos son de un primer
subtipo y los genes de la HA y de la NA son de una cepa diferente del mismo subtipo.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra la modificacion de las secuencias de nucledtidos del sitio de escision de la HA de
AlVietnam/1203/04 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong estan subrayadas.

La Figura 2 muestra la modificacion de las secuencias de nucleétidos del sitio de escision de la HA de
Allndonesia/5/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong estan subrayadas.

La Figura 3 muestra la modificacion de las secuencias de nucledtidos del sitio de escision de la HA de
A/Pavo/Turquia/1/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de
A/Hong Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong estan subrayadas.

La Figura 4 muestra la modificacion de las secuencias de nucledtidos del sitio de escision de la HA de
A/Anhui/1/05 (H5N1) y otras secuencias de genes internos usando regiones no codificantes derivadas de A/Hong
Kong/213/03. Las secuencias derivadas de A/Hong Kong estan subrayadas.
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Descripcion detallada
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invenciéon proporciona una vacuna mejorada que comprende un virus reagrupado que tiene ambas
proteinas viricas estructurales, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) y los genes internos viricos [PB1,
PB2, PA, NS (NS1, NS2), M1, M2 y NP] derivados de diversas cepas H5N1 del virus de la gripe. Son vacunas de la
invencion aquellas en las que los genes internos viricos derivan de una cepa del virus de la gripe especifica y los
genes de la HA y de la NA derivan de la misma cepa, pero la cepa de la que derivan los genes internos es una cepa
del virus de la gripe A que es diferente de la cepa del virus de la gripe A de la que derivan los genes de la HA y de la
NA. Los genes de la HA y de la NA derivan del mismo subtipo del virus de la gripe A. Las cepas del virus de la gripe
A incluyen dieciséis subtipos de HA y nueve subtipos de NA. El virus reagrupado es susceptible de crecimiento
eficiente en cultivo celular, que es un método mejorado de producciéon con respecto al método tradicional de
crecimiento en huevos embrionados.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencién. Las siguientes referencias proporcionan a un experto una definicion general de muchos de los
términos utilizados en la presente invencion: Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND
MOLECULAR BIOLOGY (22 Ed. 1994); THE CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
(Walker ed., 1988); THE GLOSSARY OF GENETICS, 5% ED., R. Rieger, et al. (editores), Springer Verlag (1991); y
Hale y Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991).

Se hace notar en el presente documento que, como se usa en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones
adjuntas, las formas singulares "un”, "una”, "el" y “la” incluyen la referencia en plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

Como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen los significados atribuidos a los mismos a
menos que se especifique lo contrario

La expresion "virus reagrupado” es un virus en el que se combinan segmentos génicos que codifican proteinas
antigénicas (por ejemplo, genes de la hemaglutinina y de la neuraminidasa) de una cepa de virus de interés con
segmentos génicos que codifican genes del complejo de la polimerasa virica (PB2, PB1 y PA) u otros genes
similares (por ejemplo, genes no de glucoproteina, incluyendo genes My genes NS y genes de nucleoproteina (NP))
de virus de una cepa diferente. Una "cepa" como se usa en el presente documento se refiere a la variante virica
particular de una especie dada, por ejemplo, la especie del virus de la gripe A o B, y subtipo en un virus de la gripe
A. Por ejemplo, el virus A/Vietnam/1203/2004 es un virus de la gripe A, subtipo H5N1, con el nombre de cepa
A/Vietham/1203/2004.

La expresion "derivado de" se refiere a toda o una porcion de una secuencia polinucleotidica o polipeptidica que esta
alterada o mutada a partir de una secuencia polinucleotidica o polipeptidica de tipo silvestre o de origen natural, en
la que el polinucleétido o polipéptido derivado de la secuencia de tipo silvestre esta alterado en una o mas bases o
aminoéacidos de manera que ya no tiene la misma secuencia que la secuencia de tipo silvestre.

El término "subtipo" como se usa en el presente documento se refiere a los diferentes virus dentro de las cepas del
virus de la gripe A que pueden dividirse en subtipos basandose en los genes de la HA y de la NA que se expresan
en la cepa de virus. La nomenclatura de los subtipos del virus de la gripe A se basa en el subtipo de HA, por
ejemplo, el subtipo es uno cualquiera de los 16 diferentes genes de la HA conocidos en la técnica y el subtipo de
NA, por ejemplo, cualquiera de los 9 diferentes genes de la NA conocidos en la técnica. Los subtipos de ejemplo
incluyen, pero no se limitan a, H5N1, HIN1, H3N2 y muchos mas conocidos en la técnica.

El término "clado" como se usa en el presente documento se refiere a las diferentes categorizaciones de los virus de
la gripe A H5N1 que existen. Los virus en un clado H5N1 estan genéticamente relacionados, pero no comparten el
genoma virico exacto. Existen al menos siete clados diferentes de los subtipos H5N1 designados en la técnica, por
ejemplo, clado 1, clado 2, clado 3, clado 4, clado 5, clado 6 y clado 7. El clado 2 se divide adicionalmente en
subclados.

La expresion "composicion antigénica"” se refiere a una composicion que comprende material que estimula el sistema
inmunitario y desencadena una respuesta inmunitaria en un hospedador o sujeto. La expresion "desencadenar una
respuesta inmunitaria” se refiere a la estimulacién de las células inmunitarias in vivo en respuesta a un estimulo, tal
como un antigeno. La respuesta inmunitaria consiste tanto en la respuesta inmunitaria celular, por ejemplo,
estimulacion de linfocitos T y macréfagos, como en la respuesta inmunitaria humoral, por ejemplo, estimulaciéon de
células B y el complemento y produccion de anticuerpos. La respuesta inmunitaria celular y humoral no son
mutuamente excluyentes y se contempla que una o las dos sean estimuladas por una composicion antigénica, virus
0 vacuna como se describe en el presente documento. La respuesta inmunitaria se puede medir usando técnicas
bien conocidas en la técnica, incluyendo, pero no limitadas a, inmunoensayos de anticuerpos, ensayos de
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proliferacién y otros descritos en mayor detalle en la Descripcion detallada.

El término "atenuado" se usa para describir un virus o composicién antigénica que muestra una virulencia reducida
(en comparacién con un virus de tipo silvestre). Una HA modificada es un gen de la HA que se ha alterado con
respecto a la HA de tipo silvestre y codifica una proteina que se escinde en un menor grado que en la proteina HA
de tipo silvestre, dando como resultado la disminucién del crecimiento del virus. Un virus atenuado normalmente,
pero no siempre, se administra por via intranasal. La administracién de un virus atenuado se contempla a través de
cualquier via descrita en el presente documento.

El término "inactivado" se usa en el presente documento para describir un virus que también se conoce en la técnica
como un virus "destruido” o "muerto”. Un virus inactivado es un virus entero sin propiedades virulentas y se produce
a partir de un virus "viva", independientemente de que el virus se haya atenuado previamente de cualquier manera.
Un virus inactivado normalmente, pero no siempre, se administra a través de inyeccion intramuscular. La
administracion de un virus inactivado se contempla a través de cualquier via descrita en el presente documento.

El término "vacuna" como se usa en el presente documento se refiere a una composicién que comprende un virus
reagrupado como se describe en el presente documento, que es Util para establecer inmunidad al virus en el sujeto.
Se contempla que la vacuna comprenda un vehiculo farmacéuticamente aceptable y/o un adyuvante. Se contempla
que las vacunas sean profilacticas o terapéuticas. Un tratamiento "profilactico” es un tratamiento administrado a un
sujeto que no presenta signos de una enfermedad o solamente presenta signos precoces con el fin de disminuir el
riesgo de desarrollar una patologia. Los compuestos de la invencion pueden proporcionarse en forma de un
tratamiento profilactico para reducir la probabilidad de desarrollar una patologia o para minimizar la gravedad de la
patologia, si se desarrolla. Un tratamiento "terapéutico” es un tratamiento administrado a un sujeto que presenta
signos o sintomas de patologia con el fin de disminuir o eliminar esos signos o sintomas. Los signos o sintomas
pueden ser bioquimicos, celulares, histolégicos y funcionales, subjetivos u objetivos.

Un "fragmento” de un polipéptido se refiere a cualquier porcién del polipéptido mas pequefia que el producto de
expresion polipeptidico o proteico de longitud completa. Los fragmentos son, en un aspecto, analogos de supresion
del polipéptido de longitud completa en el que uno o mas restos de aminoacidos se han retirado del extremo amino
y/o el extremo carboxi del polipéptido de longitud completa. En consecuencia, "fragmentos” son un subconjunto de
andalogos de supresion que se describen a continuacion.

Un "andalogo", "equivalente" o "derivado", que se usan de forma intercambiable, se refiere a un compuesto, por
ejemplo, un péptido o polipéptido, sustancialmente similar en estructura y que tiene la misma actividad bioldgica,
aunque en ciertos casos en un grado distinto, que una molécula de origen natural. Los analogos difieren en la
composicion de sus secuencias de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de origen natural del que deriva
el analogo, basandose en una o mas mutaciones que implican (i) supresion de uno o mas restos de aminoacidos en
uno o mas extremos del polipéptido y/o una o mas regiones internas de la secuencia polipeptidica de origen natural,
(i) insercion o adicion de uno o mas aminoacidos en uno o mas extremos (normalmente un analogo de "adicién") del
polipéptido y/o una 0 mas regiones internas (normalmente un analogo de "insercién") de la secuencia polipeptidica
de origen natural o (iii) sustituciéon de uno 0 mas aminoéacidos por otros aminoacidos en la secuencia polipeptidica de
origen natural. Se contempla que un virus reagrupado de la invencién comprenda un analogo de un gen virico,
incluyendo uno cualquiera 0 mas de uno de un gen de HA, NA, PB1, PB2, PA, M (M1 y M2), NS (NS1y NS2) y NP.

En un aspecto, un analogo presenta una similitud de secuencia de aproximadamente el 70 %, pero una similitud de
secuencia inferior al 100 % con la secuencia de origen natural o de tipo silvestre, por ejemplo, un péptido. Dichos
analogos o derivados, en un aspecto, estan compuestos de restos de aminoacidos de origen no natural, incluyendo
a modo de ejemplo y no de limitacion, homoarginina, ornitina, penicilamina y norvalina, asi como de restos de
aminoéacidos de origen natural. Dichos analogos o derivados, en otro aspecto, estdn compuestos de uno o una
pluralidad de restos de D-aminoacidos o contienen enlaces no peptidicos entre dos o mas restos de aminoacidos.
En una realizacién, el analogo o derivado puede ser un fragmento de un polipéptido, en el que el fragmento es
sustancialmente homélogo (es decir, homdélogo en al menos el 70 %, al menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos
el 85 %, al menos el 90 % o al menos el 95 %) en una longitud de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50
aminoacidos del polipéptido de tipo silvestre.

Las sustituciones son conservadoras o no conservadoras basandose en la relacién fisicoquimica o funcional del
aminoacido que se esta reemplazando y el aminoacido que lo reemplaza. Las sustituciones de este tipo son bien
conocidas en la técnica. Como alternativa, la invencién abarca sustituciones que ademas son no conservadoras. Se
describen sustituciones conservadoras de ejemplo en Lehninger, [Biochemistry, 22 Edicién; Worth Publishers, Inc.,
Nueva York (1975), pags.71-77] y se exponen a continuacion.

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS
CARACTERISTICA DE LA CADENA LATERAL AMINOACIDO
C No polar (hidr6foba):

A. Alifatica ALIVP
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B. Aromética FW
C. Contiene azufre M
D. Limitrofe
Sin carga polar:
A. Hidroxilo STY
B. Amidas N Q
C. Sulfhidrilo C
D. Limitrofe G
Cargada positivamente (basica) KRH
Cargada negativamente (acida) DE

Como alternativa, se exponen sustituciones conservadoras de ejemplo inmediatamente a continuacion.

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS I
RESTO ORIGINAL SUSTITUCION ILUSTRATIVA

Ala (A) Val, Leu, lle

Arg (R) Lys, GIn, Asn

Asn (N) GIn, His, Lys, Arg
Asp (D) Glu

Cys (C) Ser

GIn (Q) Asn

Glu (E) Asp

His (H) Asn, GIn, Lys, Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,
Leu (L) lle, Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, GIn, Asn

Met (M) Leu, Phe, lle

Phe (F) Leu, Val, lle, Ala
Pro (P) Gly

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr

Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala

El término "aislado” como se usa en el presente documento se refiere a un virus o composicién antigénica que se
retira de su entorno nativo. De este modo, un material biolégico aislado esta libre de algunos o de todos los
componentes celulares, es decir, componentes de las células en las que el material nativo se produce de forma
natural (por ejemplo, componente citoplasmico o de membrana). En un aspecto, un virus o composicion antigénica
se considera aislado si esta presente en un extracto celular o sobrenadante. En el caso de moléculas de acido
nucleico, un acido nucleico aislado incluye un producto de PCR, un ARNm aislado, un ADNc o un fragmento de
restriccion.

El término "purificado” como se usa en el presente documento se refiere a un virus o composicién antigénica que se
ha aislado en condiciones que reducen o eliminan la presencia de materiales no relacionados, es decir,
contaminantes, incluyendo materiales enddégenos a partir de los cuales se obtiene la composicion. A modo de
ejemplo y sin limitacién, un virién purificado esta sustancialmente libre de componentes de la célula hospedadora o
cultivo, incluyendo el cultivo de tejidos o proteinas de huevo y patégenos no especificos. En diversas realizaciones,
el material purificado sustancialmente libre de contaminantes es puro en al menos un 50 %; al menos un 60 %, al
menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al
menos un 98 % o incluso al menos un 99 % puro. La pureza puede evaluarse mediante cromatografia, electroforesis
en gel, inmunoensayo, andlisis de la composicién, ensayo bioldgico y otros métodos conocidos en la técnica.

La expresién "composicion farmacéutica" se refiere a una composicidon adecuada para la administraciéon a un sujeto
animal, incluyendo seres humanos y mamiferos. Una composicién farmacéutica comprende una cantidad
farmacoldgicamente eficaz de un virus o composicién antigénica de la invencion y también comprende un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Una composicién farmacéutica abarca una composicion que comprende el
ingrediente o ingredientes activos y el ingrediente o ingredientes inertes que componen el vehiculo
farmacéuticamente aceptable, asi como cualquier producto que sea resultado, directa o indirectamente, de la
combinacién, complejacion o agregacion de dos o mas de los ingredientes. En consecuencia, las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion abarcan cualquier composicién hecha mezclando un compuesto o conjugado
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de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los disolventes clinicamente Utiles,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la
absorcién, tampones y excipientes, tales como una solucion salina tamponada con fosfato, solucion acuosa al 5 %
de dextrosa o manitol y emulsiones, tales como una emulsiéon de aceite/agua o de agua/aceite y diversos tipos de
agentes humectantes y/o adyuvantes. Se describen vehiculos y formulaciones farmacéuticos adecuados en
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 192 edicion. (Mack Publishing Co., Easton, 1995). Los vehiculos
farmacéuticos utiles para la composicion dependen del modo de administracion previsto del agente activo. Los
modos tipicos de administracion incluyen, pero no se limitan a, enteral (por ejemplo, oral) o parenteral (por ejemplo,
administracion subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraperitoneal; o administracion tépica, transdérmica o
transmucosa). Una "sal farmacéuticamente aceptable"” es una sal que puede formularse en un compuesto o
conjugado para su uso farmacéutico incluyendo, por ejemplo, sales de metales (sodio, potasio, magnesio, calcio,
etc.) y sales de amoniaco o aminas organicas.

La expresién "farmacéuticamente aceptable" o "farmacolégicamente aceptable" se refiere a un material que no es
biolégicamente o de otro modo indeseable, es decir, el material puede administrarse a un individuo sin provocar
ningun efecto bioldgico indeseable ni interactuar de manera perjudicial con ninguno de los componentes de la
composicion en la que esta contenido, o cuando se administra usando vias bien conocidas en la técnica, como se
describe a continuacion.

Genes del virus de la gripe

Los virus de la gripe son virus ARN de cadena negativa segmentados y pertenecen a la familia Orthomyxoviridae. El
virus de la gripe A consiste en nueve proteinas estructurales y codifica adicionalmente una proteina NS1 no
estructural con funciones reguladoras. El genoma segmentado del virus de la gripe contiene ocho segmentos
génicos de ARN de sentido negativo (ARNsn) (PB2, PB1, PA, NP, M, NS, HA y NA) que codifica al menos diez
polipéptidos, incluyendo proteinas ARN polimerasa dirigida por ARN (PB2, PB1 y PA), nucleoproteina (NP),
neuraminidasa (NA), hemaglutinina (subunidades HA1 y HA2), las proteinas de la matriz (M1 y M2) y las proteinas
no estructurales (NS1 y NS2) (Krug et al., The Influenza Viruses, R. M. Krug, ed., Plenum Press, Nueva York, 1989,
pags. 89 152).

La capacidad del virus de la gripe de provocar una enfermedad generalizada se debe a su capacidad para evadir el
sistema inmunitario mediante un cambio antigénico subyacente, que se cree que se produce cuando un hospedador
es infectado simultaneamente tanto con un virus de la gripe animal como con un virus de la gripe humana. Durante
la mutacion y la reagrupacion en el hospedador, el virus puede incorporar un gen de la proteina de superficie HA y/o
NA de otro virus en su genoma, produciendo de este modo un nuevo subtipo de virus de la gripe y evadiendo el
sistema inmunitario.

Hemaglutinina

La HA es una glucoproteina de superficie virica que comprende aproximadamente 560 aminoacidos y representa el
25 % de la proteina virica total. Es responsable de la adhesion de la particula virica a, y su penetraciéon en, una
célula hospedadora en las primeras etapas de la infeccién. Hay 16 subtipos de HA conocidos, categorizados como
un subtipo H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16.

La escision del precursor HAO de virus en los subfragmentos HAI_ y HA2 es una etapa necesaria para que el virus
infecte una célula. Por tanto, se requiere la escision con el fin de convertir nuevas particulas viricas en las células
hospedadoras en viriones capaces de infectar nuevas células. Se sabe que la escision se produce durante el
transporte de la proteina de membrana integral HAO desde el reticulo endoplasmico de la célula infectada a la
membrana plasmatica. En el curso del transporte, la hemaglutinina experimenta una serie de modificaciones
cotraduccionales y postraduccionales incluyendo la escisién proteolitica de la HA precursora en el fragmento
aminoterminal HAI y el HA2 carboxiterminal. Una de las principales dificultades en el cultivo de cepas del virus de la
gripe en cultivos de tejido primario o estirpes celulares establecidas surge de la necesidad de activacion por escisién
proteolitica de la hemaglutinina del virus de la gripe en la célula hospedadora.

Aungue se sabe que una HA no escindida puede mediar la fijacién del virus a sus receptores que contienen acido
neuraminico sobre una superficie celular, no es susceptible de la siguiente etapa en el ciclo infeccioso, que es la
fusion. Se ha informado de que se requiere la exposicién del extremo amino hidréfobo del HA2 por escision de
manera que pueda insertarse en la célula diana, formando de este modo un puente entre el virus y la membrana de
la célula diana. Este proceso va seguido de la fusion de las dos membranas y la entrada del virus en la célula diana.

La activacion proteolitica de HA implica la escisién en un resto arginina por una endoproteasa similar a la tripsina,
gue con frecuencia es una enzima intracelular que es dependiente de calcio y cuyo pH 6ptimo es el neutro. Puesto
que las proteasas activadoras son enzimas celulares, el tipo de célula infectada determina si la HA se escinde. Las
HA de los virus de la gripe de mamiferos y de los virus de la gripe aviar no patégenos son susceptibles a la escision
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proteolitica solo en un numero restringido de tipos celulares. Por otro lado, las HA de virus aviares patdgenos entre
los subtipos H5 y H7 se escinden por proteasas presentes en una amplia gama de células hospedadoras diferentes.
Por tanto, existen diferencias en la gama de hospedadores que son resultado de las diferencias en la capacidad de
escision de la hemaglutinina que se correlacionan con las propiedades patégenas del virus.

Las diferencias en la capacidad de escision se deben a diferencias en la secuencia de aminoacidos del sitio de
escisién de la HA. Los andlisis de secuencia muestran que los fragmentos HAI_ y HA2 de la molécula de HA de los
virus de la gripe aviar no patégenos y todos los virus de la gripe de mamiferos estan unidos por una sola arginina.
Por el contrario, las cepas aviares patdgenas tienen una secuencia de varios aminoacidos basicos en el sitio de
escisién siendo el comun denominador lisina-arginina o arginina-arginina, por ejemplo, RRRK (SEQ ID NO: 15). Las
hemaglutininas de todos los virus de la gripe se escinden mediante el mismo mecanismo general que da como
resultado la eliminacién de los aminoéacidos basicos.

Neuraminidasa

La neuraminidasa es una segunda glucoproteina de membrana de los virus de la gripe A. Se ha demostrado que la
presencia de NA virica es importante para generar una respuesta inmunitaria protectora de mdultiples facetas frente a
un virus infectante. La NA es una proteina de 413 aminoacidos codificada por un gen de 1413 nucleétidos. Se han
identificado nueve subtipos de NA diferentes en los virus de la gripe (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 y N9), todos
los cuales se han descubierto entre las aves silvestres. La NA esta implicada en la destruccion del receptor celular
para la HA virica mediante la escision de restos de acido neuraminico terminal (también denominado &cido sialico)
de restos de hidrato de carbono sobre las superficies de las células infectadas. La NA también escinde restos de
acido sialico de proteinas viricas, evitando la agregacion de virus. Se planteo6 la hipétesis de que mediante el uso de
este mecanismo la NA facilita la liberacion de la progenie virica evitando que las particulas viricas recién formadas
se acumulen a lo largo de la membrana celular, asi como promoviendo el transporte del virus a través de la mucosa
presente en la superficie mucosa. La NA es un determinante antigénico importante que estd sujeto a variacion
antigénica.

La administracion de inhibidores quimicos de la neuraminidasa limita la gravedad y la propagacién de las infecciones
viricas. Los inhibidores de la neuraminidasa combaten la infeccién gripal evitando que el virus produzca gemacion
sobre la célula hospedador. Los inhibidores de la NA de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, zanamivir, que se
administra por inhalacién; oseltamivir, que se administra por via oral; y peramivir que se administra por via
parenteral.

Genes internos del virus de la gripe

Ademas de las proteinas de superficie HA y NA, el virus de la gripe comprende seis genes internos adicionales, que
dan lugar a ocho proteinas diferentes, incluyendo genes de polimerasa PB1, PB2 y PA, proteinas de la matriz M1 y
M2, nucleoproteina (NP) y proteinas no estructurales NS1 y NS2 (Horimoto et al., Clin Microbiol Rev. 14 (1): 129-49,
2001).

Con el fin de que se empaquete en viriones de la progenie, el ARN virico se transporta desde el ndcleo en forma de
un complejo de ribonucleoproteina compuesto de las tres proteinas polimerasas del virus de la gripe, la
nucleoproteina (NP) y el ARN virico, en asociacion con la proteina de la matriz del virus de la gripe 1 (M1) y proteina
de exportacién nuclear (Marsh et al., J Virol., 82: 2295-2304, 2008). Se cree que la proteina M1 que se encuentra
dentro de la envuelta funciona en el montaje y en la gemacion.

Se integra un nimero limitado de proteinas M2 en los viriones (Zebedee, J. Virol. 62: 2762-2772, 1988). Estas
forman tetrameros que tienen actividad de canal iénico de H+, y, cuando son activadas por el pH bajo de los
endosomas, acidifican el interior del virién, facilitando su desenvolvimiento (Pinto et al., Cell 69: 517-528, 1992). La
amantadina es un farmaco antigripal que evita la infeccion virica mediante la interferencia con la actividad de canal
i6nico de M2, inhibiendo de este modo el desenvolvimiento del virus.

La proteina NS1, una proteina no estructural, tiene multiples funciones, incluyendo la regulacion del corte y empalme
y la exportaciéon nuclear de ARNm celular, asi como la estimulaciéon de la traduccién. La funcién principal de NS1
parece ser la de contrarrestar la actividad de interferdn del hospedador, puesto que un virus inactivado para NS1 fue
viable a pesar de que se cultivé menos eficientemente que el virus parental en células no deficientes en interferon
(Garcia-Sastre, Virology 252: 324-330, 1998).

La proteina NS2 se ha detectado en particulas viricas. Se estimd que el nimero promedio de proteinas NS2 en una
particula virica era de 130-200 moléculas. Un ensayo de unién in vitro muestra un contacto directo proteina-proteina
entre M1 y NS2. También se detectaron complejos NS2-M1 mediante inmunoprecipitacion en lisados de células
infectadas con virus (Virology. 196: 249-55, 1993). Se cree que la proteina NS2, que se sabe existe en los viriones
(Richardson et al., Arch. Virol. 116: 69-80, 1991; Yasuda et al., Virology 196: 249-255, 1993), desempefia una
funcién en la exportacion de RNP desde el nlcleo a través de la interaccién con la proteina M1 (Ward et al., Arch.
Virol. 140: 20672073, 1995).
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Genética inversa y virus reagrupados

Son bien conocidas para los expertos en la materia técnicas para aislar y modificar acidos nucleicos especificos y
proteinas. De acuerdo con la presente invencion, pueden emplearse la biologia molecular convencional, la
microbiologia y técnicas de ADN recombinante dentro de la experiencia de la técnica. Dichas técnicas se explican
completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, segunda edicién. Cold Spring Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 (en el presente
documento "Sambrook et al., 1989"); DNA Cloning. A Practical Approach, Volimenes |y Il (D. N. Glover ed. 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization [B. D. Hames y S. J. Higgins editores
(1985)]; Transcription And Translation [B. D. Hames y S. J. Higgins, editores (1984)]; Animal Cell Culture [R. I.
Freshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To
Molecular Cloning (1984); Ausubel, F. M. et al. (editores). Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons,
Inc., 1994. Estas técnicas incluyen mutagénesis dirigida al sitio empleando oligonucleétidos con nucleétidos
alterados para la generacion de productos de PCR con mutaciones.

En un aspecto, la presente invencién se basa en la generacion de virus de la gripe aviar y vacunas de los mismos
mediante metodologias de genética inversa como se describen en el presente documento y conocidos en la técnica.

El mecanismo de transcripcion del ARN virico del virus de la gripe es Unico (Horimoto et al., Clin Microbiol Rev. 14
(1): 129-49, 2001). El capuchdn 5' de los ARNm celulares se escinde por una endonucleasa viral y se usa como un
cebador para la transcripcion por la transcriptasa virica (Krug et al., Cell 18: 329-334, 1979). Seis de los ocho
segmentos de ARN se transcriben en ARNm de una manera monaocistrénica y se traducen en HA, NA, NP, PB1,
PB2 y PA. Por el contrario, dos segmentos de ARN se transcriben cada uno a dos ARNm mediante corte y
empalme. Para los dos genes de M y NS, los ARNm de codificacion se traducen en diferentes marcos de lectura,
generando proteinas M1y M2 y proteinas NS1 y NS2, respectivamente. Se cree que el aumento de la concentracién
de NP libre desencadena el cambio de la sintesis de ARNm a la sintesis de ARN complementario (ARNc) y ARN
virico (ARNv) (Shapiro et al., J. Virol. 62: 2285-2290, 1988). Los ARNv recién sintetizados se encapsidan con NP en
el nacleo, donde actian como moldes para la transcripcion secundaria de ARNm viricos.

Sistemas de genética inversa desarrollados recientemente han permitido la manipulacion del genoma virico del virus
de la gripe (Palese et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 11354-58, 1996; Neumann y Kawaoka, Adv. Virus. Res. 53:
265, 1999; Neumann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 9345, 1999; Fodor et al., J. Virol. 73: 9679, 1999). La
genética inversa en el contexto del virus de la gripe es un mecanismo mediante el cual ARN de sentido negativo se
transforma mediante ingenieria genética en ADNc para la preparacion recombinante de organismos que tienen
genomas de ARN de cadena negativa. La técnica de genética inversa implica la preparacion de ARN viricos
recombinantes sintéticos que contienen las regiones no codificantes del virus de cadena negativa esenciales para el
reconocimiento del ARN virico por las polimerasas viricas y para empaquetar sefiales necesarias para generar un
virion maduro. Los ARN recombinantes se sintetizan a partir de un molde de ADN recombinante y se reconstituyen
in vitro con complejo de polimerasa virico purificado para formar ribonucleoproteinas recombinantes (RNP) que
pueden usarse para transfectar células. Véanse las Patentes de los EE.UU. 6.022.726 y 6.001.634.

Estos métodos recombinantes permiten la produccion de tipos de virus de la gripe con alteraciones especificas en la
secuencia de aminoacidos del polipéptido. Por ejemplo, una molécula de HA que contiene una sustitucion deseada
puede ser parte de un virus de la gripe recombinante. En un método, el virus de la gripe recombinante se hace a
través de un método de ingenieria genética tal como el sistema de "solo plasmido” (Hoffmann et al., Vaccine 20:
3165, 2002).

En otro método para generar un virus recombinante, se usa un sistema de ocho plasmidos, en el que los ARN de
sentido negativo se expresan a partir de un promotor pol | y la coexpresion de las proteinas del complejo de
polimerasa da como resultado la formacién de virus de la gripe A infecciosos (Hoffmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97: 6108-13, 2000). Esta tecnologia permite la produccién rapida de vacunas quiméricas a partir de ADNc para
su uso en el caso de una pandemia de gripe y proporciona la capacidad de atenuar cepas patégenas (Subbarao et
al., Virology 305: 192-200, 2003), al tiempo que elimina la necesidad de seleccionar virus reagrupados para la
configuracion 6:2 (es decir, 6 genes internos y 2 genes de la HA y de la NA (uno de cada gen)). Véase también la
Patente de los EE.UU. 7.037.707.

En una realizacién, en el caso de los virus de la gripe altamente patégenos tales como H5N1, el sitio de escision
polibasico de la HA que es responsable de la naturaleza altamente patégena del virus se retira por mutagénesis
dirigida al sitio para atenuar el virus y para cambiar su clasificacion de BSL-3 a BSL-2. Ademas, uno o0 mas de los
genes internos de la cepa donante prototipo se reemplazan por los genes de virus de otros subtipos para mejorar
adicionalmente las caracteristicas de crecimiento.

Un virus de este tipo que combina caracteristicas de alto crecimiento con las ventajas inmunitarias de un virus de
tipo silvestre H5N1 ahorra tiempo para la produccion y, en un aspecto, es un reagrupado 6:2 que tiene los 6 genes
internos de un virus H5N1 tal como Vietnam o Indonesia como estructura principal y la HA (con el sitio de escision
mutado para la atenuacién) y la NA de la cepa (de tipo) H5N1 pandémica real. Otro ejemplo de un virus reagrupado
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que tiene un alto potencial de crecimiento es un reagrupado 5:1:2 con 5 genes internos de los virus HSN1 tales como
Vietnam o Indonesia, la PB2 de una cepa H1N1 (para el crecimiento mejorado en cultivo celular) como estructura
principal y la HA (con un sitio de escision mutado para la atenuacion) y la NA de la cepa H5N1 pandémica real.

En algunas realizaciones, los virus reagrupados se preparan usando el método de Palese et al. (Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93: 11354-58, 1996), que describe el uso de un sistema de virus auxiliar para generar virus modificado por
ingenieria genética. En una realizacion, el virus se genera usando un método de virus auxiliar del virus de la gripe.
Por ejemplo, para la construccidon de un reagrupado 6:2, el virus VN1203 atenuado podria usarse como un virus
auxiliar para introducir la HA y la NA de una segunda cepa H5N1, tal como la cepa Egipto de pollo (Aly et al., Avian
Dis. 52: 26977, 2008). La seleccion del virus transfectante se realiza usando anticuerpos neutralizantes contra las
proteinas auxiliares HA o NA (véase, por ejemplo, la Figura 2 de Palese et al., citado anteriormente).

Dos reagrupados de H5N1 atenuados de ejemplo descritos en el presente documento tienen la estructura principal
de la cepa H5N1 clado 1 A/Vietnam/1203/2004, es decir, los seis genes internos (PB1, PB2, PA, NP, M, NS); uno
contiene la HA y la NA mutadas de la cepa H5N1 clado 1 Vietnam 1203 y la HA y la NA mutadas de un virus H5N1
de un clado diferente, por ejemplo, la cepa de clado 2 A/Indonesia/5/05. Estos dos reagrupados RG atenuados
tienen un potencial de alto crecimiento en células Vero convencionales (que contienen suero bovino fetal) o células
Vero sin proteinas séricas. Estos virus reagrupados también tienen el potencial de inducir una respuesta inmunitaria
especifica de H5N1 potenciada en comparacién con los reagrupados RG H5N1/PR8 existentes ya que contienen
todas las proteinas de H5N1, a saber, la nucleoproteina y la proteina de matriz que son principalmente responsables
de la induccion de la inmunidad celular. Estas respuestas inmunitarias celulares especificas de H5N1 también
pueden tener la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria mas amplia mediante la induccion especifica de
linfocitos T auxiliares, linfocitos T citotéxicos (LTC) y células de memoria dando como resultado un efecto de
refuerzo mejorado. Este resultado no es el caso con los reagrupados H5N1/PR8 existentes que tienen las proteinas
internas derivadas de la cepa estacional adaptada a huevo del subtipo H1N1, que no inducen una respuesta
inmunitaria celular especifica de H5N1 fuerte.

Se han identificado numerosas cepas H5N1 en la técnica, cada una de las cuales es responsable de la invencién.
Véase, por ejemplo, Govorkova et al., J Virol. Febrero de 2005; 79 (4): 2191-8; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:
2845-50, 2006; Horimoto et al., Clin Microbiol Rev 14: 129-49, 2001 y Cauthen et al., J Virol. 74: 6592-9, 2000, entre
otros (véase, por ejemplo, Lee et al., J Virol 79: 369202, 2005).

Los ejemplos de cepas del virus de la gripe H5N1 aviar que son utiles en la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) (N.° del CDC 2004706280) (VN1203), A/Indonesia/05/2005 (H5N1) (N.° del
CDC 2005740199) (IN5/05), A/Camboya/R0405050/2007 (H5N1) (CamRO04), A/Anhui/1/05 (H5N1) (AH1/05)
A/Pavo/Turquia/01/2005 (H5N1) (TTO1) (véase, por ejemplo, Carter y col, BioDrugs. 22: 279-92, 2008),
A/Vietnam/1194/2004, cepa del virus de la gripe del pavo A/Turquia/lnglaterra/50-92/91 (H5N1) (véase, por ejemplo,
Horimoto et al., Clin Microbiol Rev 14: 129-49, 2001), A/Pavo/Inglaterra/8792BFC/91 (H5N1) (Londt et al., Avian
Pathology., 36: 347 - 350, 2007), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Indonesia/03 (H5N1), cepa del virus de
la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/220/97 (véase, por ejemplo, Tumpey et al., J Virol. 76: 6344-55, 2002), cepa del
virus de la gripe del pollo A/Pollo/Escocia/59 (H5N1) (véase, por ejemplo, Horimoto et al., citado anteriormente),
cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/258/97 (H5N1) (véase, por ejemplo,, Horimoto et al., citado
anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Nakom-Patom/Tailandia/CU-K2/2004 (H5N1) (véase, por
ejemplo, Anwar et al., In Silico Biol. 6: 161-8, 2006; Viseshakul et al., Virology. 328: 169-76, 2004), cepa del virus de
la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/31.2/2002 (H5N1), (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente),
cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Vietham/C58/04 (H5N1), (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado
anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Vietnam/38/2004 (H5N1). (ver, por ejemplo, Anwar et al.,
citado anteriormente), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong Kong/1000/97 (H5N1) (véase, por ejemplo,
Shan et al., Biochem Biophys Res Commun. 302: 377-83, 2003), cepa del virus de la gripe del pollo A/Pollo/Hong
Kong/317.5/01 y cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Anyang/AVL-1/01 (véase, por ejemplo, Tumpey et al., J.
Virol 76: 6344-55, 2002), cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Vietham/11/2004 (H5N1), A/Hatay/2004/(H5N1)
(véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente), cepas del virus de la gripe del pato A/Pato/Corea/ES/03
(H5N1), A/Pato/Corea/ESD1/03 (H5N1) y A/Pato/Hong Kong/821/02 (H5N1) (véase, por ejemplo, Lee et al., J Virol
79: 3692-02, 2005), cepa del virus de la gripe del pato A/Pato/Vietham/11/2004 (H5N1), A/Pato/China/E319-2/03
(véase Lee et al., Vet Microbiol 124: 193-201, 2007), virus de la gripe de la garza A/garzA/Hong Kong/757.2/02
(H5N1) (véase, por ejemplo, Lee et al.,, J Virol. 79: 3692-02, 2005), cepa del virus de la gripe del ganso
A/Ganso/Guangdong/1/96 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., J Virol. 74: 6592-9, 2000), cepa del virus de la gripe
aviar A/Env/HK/437-4/9 9 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar
A/Env/HK/437-6/99 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar
A/Env/HK/437-8/99 (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa de virus de la gripe aviar
A/Env/HK/437-10/99, (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado anteriormente), cepa del virus de la gripe aviar
A/Codorniz/Vietnam/36/04 (H5N1). (véase, por ejemplo, Anwar et al., citado anteriormente), cepa del virus de la
gripe aviar A/Cisne/ltalia/179/06 (H5N1) (véase, por ejemplo, Terregino et al., Vet Rec. 158: 491, 2006), cepa del
virus de la gripe aviar A/Hong Kong/156/97 (H5N1) (HK156) (véase, por ejemplo, Cauthen et al., citado
anteriormente) y cepa del virus de la gripe aviar A/Hong Kong/213/03 (H5N1) (HK213) (véase, por ejemplo,.Shinya
etal., J. Virol. 79: 9926-32, 2005), asi como los desvelados en Lee et al., Emerging Infect Dis. 14: 487-90, 2008.
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Con el conocimiento de genes internos y genes de la HA y de la NA de cepas H5N1, se apreciara que, en una
realizacién alternativa, se sintetizan polinucleé6tidos que codifican estos genes mediante técnicas bien conocidas y
practicadas habitualmente en la técnica.

Se han identificados anteriormente virus de la gripe A de los siguientes subtipos, HIN1, H2N2, HIN2, H3N2, H3NS8,
H4N6, H5N1, H5N2, H5N3, H5N9, H6N1, H6N2, H6N5, H7N1, H7N7, H8N4, HON2, HION7, H11N6, H12N5, H13N6,
H14N5, H15N8, H15N9, H16N3. La Tabla 1 enumera genes de la HA y de la NA de cepas del virus de la gripe A de
ejemplo Utiles para generar un virus reagrupado.

TABLA 1

Sgb_t|po No. de Genes de la hemaglutinina

genico [Acceso

H1 NC_002017 [Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Puerto Rico/8/34 (HIN1)), secuencia completa
Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/California/05/2009

H1 FJ966952 ) e
(H1N1)), secuencia codificante completa
Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Singapur/1/1957 (H2N2)),

H2 L20410 ) o
secuencia codificante completa
Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Berlin/3/64 (H2N2)), secuencia

H2 L11126 i
codificante completa

H3 CY050836 [Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Nueva York/3487/2009 (H3N2)), secuencia completa

H3 CY006628 [Segmento 4 del virus de la gripe A (A/Canterbury/257/2005 (H3N2)). secuencia completa
Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Pavo/Minnesota/833/1980 (H4N2)),

H4 M25290 ) .
secuencia codificante completa

Ha FJ428583 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Pato real/Lago
Poyan/15/2007 (H4H6)), secuencia codificante completa

H5 EF541403 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Vietnam/1
203/2004 (H5N1)), secuencia codificante completa

H5 AF082035 ARNmM dg la hgmaglutmlna H5 del virus de la gripe A (A/Pollo/Hong Kong/786/97 (H5N1)),
secuencia codificante completa

H6 GO117282 Gen de la hemaglutinina {HA} del segmento 4 del virus de la gripe A (A/gaviota de
Delaware/GA/121733/2001 (H6N4)), secuencia codificante completa

H6 CY045343 [S€9mento 4 del virus de la gripe A (A/Pato cuchara/California/K138/2005 (HEN2)),
secuencia completa.

H7 EF576989 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato/AB/AFLBs8734C16/2007 (H7)). secuencia
completa,

H7 AY240925 Gen de I_a hem_a_glutlnlna (HA) del virus de la gripe A (A/aviar/NY/73063-6/00 (H7N2)),
secuencia codificante completa

Hs CY043848 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato real/Paises Bajos/1/2006 (H8N4)), secuencia
completa

Hs AB450435 Gen de Ig HA Q¢I virus de la gripe A (A/pato/Alaska/702/1991 (H8N7)) para hemaglutinina,
secuencia codificante completa.

HO GUO071984 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A
(A/pollo/Iran/THLBM868/2007 (HIN2)), secuencia codificante completa

H9 CY023992 |Secuencia del segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato/Shantou/3577/2003 (HIN2)).

H10 EU124207 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A
(A/Pato/Indonesia/Yakarta Utaral 631-29/2006 (H10)), secuencia codificante completa
Gen, precursor de la hemaglutinina del virus de la gripe A (A/pollo/Alemania/N/1949

H10 M21647 : o
(H1ON?7)), secuencia codificante completa

H11 CY021437 Segmen.to 4 del virus de la gripe A (A/medio ambiente/Delaware/235/2005 (H11N6)),
secuencia completa.
Gen del virus de la gripe A (A/pato/Iinglaterra/1/1956H11N6)) para precursor de

H11 D90306 - - it
hemaglutinina, secuencia codificante completa

H12 CY021877 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/pato real/Maryland/1131/20054/H12N5)), secuencia
completa

H12 AB283334 Gen de Ig HA glgl virus de la gripe A (A/pato/Alberta/60/1976 (H12N5)) para hemaglutinina,
secuencia codificante completa.

H13 EU835900 Gen de la hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/gaviota/Astrakan/1818/1998

(H13N6)), secuencia codificante completa

15



ES2675771 T3

H13 AB292664 Gen de Iq I—_|A del virus Qe la gripe A (A/gaviota/Maryland-704/1 977 (H13N6)) para
hemaglutinina, secuencia codificante completa

H14 FI975075 Gen de la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/gaviota de
Delaware/Astrakan/267/1982 (H14N5)), secuencia codificante completa

H14 AM922165 Gen parc!a! de la HA del virus de la gripe A (A/pato real/Gur/263/82 (H14N3)) para
hemaglutinina, ARN gendmico.
IARNmM de la hemaglutinina del virus de la gripe A (A/pardela/Wes/Australia/2576/79

H15 L43917 ? o
(H15N9)), secuencia codificante completa

H15 CY006032 Segmento 4 del virus de la gripe A (A/tarro australiano/Australia occidental/1756/1983
(H15N2)), secuencia completa.
Gen del precursor de hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A (A/Pato real/Gurjev/785/83

H16 EU148600 . .
(H16N3)) secuencia codificante completa

H16 EU564109 Gen ge la hemaglutinina (HA) del segmento 4 del virus de la gripe A (A/Focha
comun/Volga/635), secuencia codificante completa
Genes de la neuraminidasa
Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/California/O4/2009

N1 FJ969517 : s
(H1N1)), secuencia codificante completa

N1 CYCGO0233 |Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/Brisbane/58/2007 (H1N1)).
Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/Brisbane/10/2007

N2 EU199420 ) s
(H3NZ2)), secuencia codificante completa

N2 GUO5277 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pavo/inglaterra
1969) (H3N2)), secuencia codificante completa

N3 GU052285 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A
(A/foca/Massachusetts/39/1/1992 (H3N3)), secuencia codificante completa

N3 GUO052831 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/medio
ambiente/California/508249/2007 (H5N3)), secuencia codificante completa

N4 CYD39550 Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato cuchara/California/AKS273/2007
(H8N4)).

N4 EU557563 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/anade
rabudo/Alaska/44204-158/2006 (H5N4)), secuencia codificante completa

N5 EUB71915 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato
real/MN/105/2000 (H5N5)), secuencia codificante completa
Secuencia del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato

NS CYC33334 | \chara/California/HKY YF1046/2007/(H3N5))

NG GUO51165 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/vuelvepiedras
rojizo/Nueva Jersey/950/2005 (H3N5)), secuencia codificante completa

NG GUO053454 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato
real/Chic/684/2002 (H4NG)), secuencia codificante completa

N7 FI517261 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A
(A/pardela/DE/134/2001 (H5N7)), secuencia codificante completa

N7 GLO51509 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/pato
real/Minnesota/17/1999 (H7N7)), secuencia codificante completa

Na CYD15D91 Segmento 6 del virus de la gripe A (A/pavo/Irlanda/1378/1963 (H5N6)), secuencia
completa.

NS CYD43B10 SegmenFo 6 del virus de la gripe A (A/porrén acollarado/California/K90/2005 (H6N5)),
secuencia completa.

NO Ab29297B2 Gen de_la_ NA del virus d_e la gripe A (A/pato/Hong Kong/562/1979 (H1ON9N)) para la
neuraminidasa, secuencia codificante completa.

NO GUO053360 Gen de la neuraminidasa (NA) del segmento 6 del virus de la gripe A (A/foca de anillos
azules/Ohic/457/2001 (H11N9)), secuencia codificante completa

Los virus de la gripe A y B desvelados incluyen, pero no se limitan a, A/Brisbane/59/2007 (H1N1),

a/Brishane/10/2007 (H3N2), Allslas Salomén/3/2006 (H1N1), A/Uruguay/716/2007; A/Wisconsin/67/2005 (H3N2),
A/Nueva Caledonia/20/99 (H1N1), A/California/7/2004 (H3N2); A/Nueva York/55/2004; A/Wellington/1/2004 (H3N2),
A/Fujian/411/2002 (H3N2), A/Mosci/10/99 (H3N2), A/Panama/2007/99; A/Sidney/5/97 (H3N2), A/Pekin/262/95
(HIN1), B/Florida/4/2006; B/Malasia/2506/2004, B/Shanghéi/361/2002; B/Sichuan/379/99; B/Hong Kong/330/2001;
B/Guangdong/120/2000; B/Johannesburgo/5/99; B/Victoria/504/2000; B/Sichuan/379/99; B/Pekin/184/93;
B/Yamanashi/166/98; B/Shangdong/7/97;. B/Harbin/7/94, B/Hawai/10/2001 y virus que tienen propiedades similares
a cualquiera de los virus anteriores. La Publicacion de Patente de los EE.UU. N.° 20090010962 describe los virus de
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la gripe A HIN1.

Una lista de cepas de la gripe A identificadas, incluyendo cepas H5N1 del virus de la gripe A, esta disponible de las
bases de datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de los Centros para el Control de Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) del virus de la gripe A y los subtipos H5N1. La base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica de los EE.UU. (NCBI, por siglas en inglés) mantenida por la Biblioteca Nacional de
Medicina de los EE.UU. también mantiene una base de datos actualizada que describe la longitud y la secuencia de
los genes de la HA y de la NA de virus identificados de especies de la gripe A y la gripe B. Se contemplan para su
uso en la invencion cepas enumeradas por estas organizaciones y cepas viricas descritas en otras bases de datos
comerciales y académicas, o en las publicaciones de la bibliografia y conocidas en la técnica. También se contempla
gue son Utiles en la invencion cepas adicionales de gripe A y gripe B aisladas e identificadas en lo sucesivo en el
presente documento. En consecuencia, cualquier cepa H5N1 ejemplificada especificamente en la memoria
descriptiva y aquellas conocidas o después descubiertas en la técnica son responsables del virus reagrupado,
composicion antigénica, vacuna y métodos de la invencion.

Destacando la novedad de la invencion y la diferenciacion de la invencion de virus reagrupados desvelados
anteriormente en la técnica, se excluyen especificamente de la presente invencién cualesquier virus (virus de la
gripe A y virus de la gripe B) desvelados o producidos anteriormente, por ejemplo, usando estructuras principales
tales como A/Puerto Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) y B/Ann Arbor/1/66, que tienen genes internos de
una cepa y los genes de la HA y de la NA de una cepa diferente del mismo subtipo, en cualesquiera publicaciones
anteriores referenciadas en el presente documento, incluyendo, pero no limitadas a: Patentes de los EE.UU.
4.552.758, 7.037.707, 7.601.356, 7.566.458, 7.527.800, 7.510.719, 7.504.109, 7.465.456, 7.459.162; Publicaciones
de Patente de los EE.UU. N.° 20090297554, 20090246225, 20090208527, 20090175909, 20090175908,
20090175907, 20090136530, 20080069821, 20070172929; 20080057081, 20060252132, 20060153872,
20060110406, 20050158342, 20050042229 y Publicaciones de Patente Internacional N.° WO 2008/157583, WO
2008/021959, WO 2007/048089, WO 2006/098901, WO 2006/063053, WO 2006/041819, WO 2005/116260, WO
2005/116258, WO 2005/115448, WO 2005/062820, WO 2003/091401 y cualesquier virus identificados en las
mismas como Utiles para la vacuna FLUMIST™, que puede contener genes internos de un virus de la gripe subtipo
Ay genes de la HA y de la NA del mismo subtipo en un virus recombinante.

En una realizacion, la presente invencion también excluye virus reagrupados de origen natural que comprenden una
estructura principal de una primera cepa de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA de una
segunda cepa del mismo subtipo del virus de la gripe. La expresién "virus reagrupado de origen natural® como se
usa en el presente documento se refiere a un virus reagrupado que se recombina en un entorno natural sin la
intervencion de una fuente externa.

En una realizacion adicional, la invenciéon excluye virus reagrupados que tengan una 0 mas genes internos
modificados de un primer subtipo de virus de la gripe A o B como estructura principal, por ejemplo, A/Puerto
Rico/8/34 (H1N1), A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) o B/Ann Arbor/1/66 mutantes y genes de la HA y de la NA de la misma
cepa de virus de la gripe, por ejemplo, como se ejemplifica en la Publicacién de Patente de los EE.UU. N.°
20070172929. La invencidn contempla, sin embargo, que un virus que comprende genes internos modificados de la
cepa de estructura principal de un subtipo del virus de la gripe y genes de la HA y de la NA del mismo subtipo, pero
diferentes cepas, se incluyan dentro del alcance de la invencion.

En otra realizacion mas, la invencion excluye virus reagrupados generados usando virus adaptados al frio como
cepa de estructura principal/donante, por ejemplo, A/Ann Arbor/6/60 (H2N2), A/Leningrado/134/17/57 (H2N2), B/Ann
Arbor/1/66 y otros conocidos en la técnica, en los que los genes de estructura principal internos son de un primer
subtipo y los genes de la HA y de la NA son de una cepa diferente del mismo subtipo.

Estirpes celulares

Los virus de la gripe normales estan adaptados para el crecimiento en huevos de gallina, pero el coste del
mantenimiento de los cultivos en huevo es significativamente mayor que el de hacer crecer virus en cultivo celular.
Se han utilizado cultivos de células embrionarias de pollo (CEC, por sus siglas en inglés) convencionales en intentos
de hacer crecer virus de la gripe para la vacuna, pero éstos solo proporcionan algunas de las actividades de
proteasa de un embrién de pollo entero y, por tanto, permiten la replicacion de una gama limitada de cepas del virus
de la gripe. Los procedimientos convencionales para la preparacion de cultivos de CEC implican la retirada de la
cabeza y los o6rganos internos y mlltiples etapas de tripsinizacion. Estos procedimientos dan como resultado
especificamente la pérdida de células de cerebro, corazén, pulmén, higado y rifién, que se ha demostrado que
replican una serie de cepas del virus de la gripe (Scholtissek et al., J. Gen. Virol., 69: 2155-2164, 1988). Por tanto,
los procedimientos convencionales dan como resultado una poblaciéon celular muy seleccionada que consiste
principalmente en fibroblastos, que estan limitados en términos de las cepas de virus que pueden sopostar.

Se han intentado mejoras en la produccion de virus de la gripe tanto en cultivos de pollo como en estirpes celulares

de mamiferos. Por ejemplo, se ha notificado que la replicacién limitada de varias cepas del virus de la gripe A en
cultivos celulares convencionales podria mejorarse mediante la adicion de tripsina al medio de cultivo tisular. Por
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ejemplo, la adicién de tripsina aumenta significativamente la infectividad de diversas cepas cultivadas en cultivos de
CEC (Lazarowitz et al., Virology, 68: 440-454, 1975). Ademas, Stieneke-Grober et al., (EMBO J., 11: 2407-2414,
1992), han identificado la enzima activadora de HA en células MDBK como una proteasa similar a furina. Dichas
enzimas se han aislado de tejidos humanos y de ratén y constituyen una nueva familia de endoproteasas
eucaritticas similares a subtilisina. Katz et al., (J. Infect Dis. 160: 191-98, 1989) compararon las caracteristicas de
crecimiento del virus de la gripe H3N2 en células MDCK y cavidad amnittica de huevos embrionados y demostraron
que el titulo del virus de la gripe obtenido de células MDCK era comparable al de los huevos embrionados y que el
virus cultivado en MDCK produjo una antigenicidad aumentaba in vivo. Existen problemas con el uso de las células
MDCK, sin embargo. Por ejemplo, las células MDCK no son una estirpe celular con licencia para la produccién de
vacunas humanas y el procedimiento requiere que los virus se multipliquen y se hagan pases en serie de los mismos
en la estirpe celular MDCK.

Se describen células Vero adaptadas para mejorar el cultivo virico y la produccion de vacunas en la Patente de los
EE.UU. 6.146.873 y en Kistner et al.,, (Vaccine 16: 960-8, 1998), incorporado en el presente documento por
referencia. Las células Vero son una estirpe celular aceptada para la producciéon de vacunas de acuerdo con la
Organizacién Mundial de la Salud. En una realizacion, los virus de la presente invencion se cultivan en células Vero
como se describe en los Ejemplos a continuacion.

Estirpes celulares de mamiferos adicionales son utiles para el cultivo y crecimiento de virus. Las células de mamifero
de ejemplo Utiles para cultivar virus para la preparacion de vacunas incluyen, pero no se limitan a: MRC-5, MRC-9,
Lederle 130, higado Chang y WI-38 (fibroblasto humano); U937 (monocito humano); Vero y CV-1 (mono verde
africano): IMR-90 y IMR-91 (fibroblasto de pulmén humano que tiene caracteristicas de musculo liso), MDCK (rifidn
canino Madin Darby), MDBK (rifién bovino Madin Darby), HEK (rifion embrionario humano), H9, CEM y HUT78
(linfocito T humano) que expresa CD4: PerC6 (retinoblasto humano); células BHK-21 (rifién de cria de hamster),
BSC (célula de rifion de mono) y LLC-MK2 (rifién de mono).

Vacunas

Se contempla que una cepa de virus deseada obtenida de la preparacion de cultivo tisular se use para producir una
vacuna. Se conocen muchos tipos de vacunas viricas, incluyendo, pero no limitadas a, vacunas atenuadas,
inactivadas, de subunidades y fraccionadas.

Las vacunas atenuadas son vacunas de virus vivos que se han alterado de alguna manera para reducir la accion
patégena y ya no provocan enfermedad. Los virus atenuados se producen de varias maneras, incluyendo el
crecimiento en cultivo tisular para generaciones repetidas y la manipulacién genética para mutar o retirar genes
implicados en la accion patégena. Por ejemplo, en una realizacion, los genes y/o proteinas viricas identificados
como implicados en la accién patégena o implicados en la manifestacion de la enfermedad, se mutan o se cambian
de manera que el virus aun sea capaz de infectar y replicarse dentro de una célula, pero no pueda provocar la
enfermedad. Un ejemplo de esto es mutagenizar el sitio de escisién de HA1/HA2. La atenuacion de virus también ha
resultado satisfactoria mediante la insercidn de un epitopo extrafio en un segmento génico virico, por ejemplo, el gen
de la NA (J Virol. 66: 4647-4653, 1992), interfiiendo de este modo con la funcién normal del genoma. Los virus
también se atenlian usando métodos de adaptacion al frio bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo,
Maassab et al., Rev Med Virol. 9: 237-44, 1999, que analiza métodos para atenuar virus de la gripe de tipo A y de
tipo B y Ghendon et al., (Vaccine. 23: 4678-84, 2005), que describen un virus de la gripe adaptado al frio que se
cultiva en células MDCK.

Los métodos adicionales para atenuar un virus incluyen la construccién de un virus reagrupado que carezca del gen
NS1. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los EE.UU. 6.468.544, 6.573.079, 6.669.943 y 6.866.853 y las
Publicaciones de Patente de los EE.UU. N.° 20030157131 y 20040109877, que desvelan un virus atenuado que
carece de un gen NS1 funcional. El gen NS1 puede suprimirse completamente o suprimirse parcialmente o alterarse
mediante mutacién de manera que no haya expresion funcional del gen NS1 en el virus. Las particulas viricas que
carecen del gen NS1 muestran un fenotipo atenuado en comparacién con virus de tipo silvestre.

Después de la produccién del virus atenuado, la vacuna se prepara usando métodos convencionales. El virus se
purifica usando métodos convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, usando cromatografia de exclusion
por tamafio, (ultra) centrifugacion de alta velocidad o gradientes de sacarosa.

Las vacunas de subunidades son vacunas inactivadas. La produccion de vacunas de subunidades implica el
aislamiento de una porcién del virus que activa el sistema inmunitario. En el caso del virus de la gripe, se han
preparado vacunas de subunidades usando HA y NA purificadas, pero se usa cualquier mezcla de proteinas viricas
para producir una vacuna de subunidades. Generalmente, la proteina virica, tal como HA se extrae de formas de
virus recombinantes y la vacuna de subunidades se formula para que contenga una mezcla de estas proteinas
viricas de diferentes cepas.

Las vacunas fraccionadas son vacunas inactivadas producidas mediante el tratamiento de un virus envuelto con un
detergente para solubilizar las proteinas de la envuelta. En el caso del virus de la gripe, se solubilizan HA y NA. En
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una realizacion, se usan detergentes no iénicos para la produccidon de vacunas fraccionadas. Los ejemplos de
detergentes no idnicos incluyen, pero no se limitan a, Nonanoil-N-Metilfucamida (Mega 9), Tritbn X-100,
Octilglucésido, Digitonina, C12E8, Lubrol, Nonidet P-40 y Tween (por ejemplo, Tween 20, 80 o 120).

Se preparan vacunas viricas inactivadas mediante la inactivacion del virus recogido y formulandolo usando métodos
conocidos para su uso como una vacuna para inducir una respuesta inmunitaria en un mamifero. La inactivaciéon se
realiza usando agentes que incluyen, pero no se limitan a formaldehido, irradiacion UV, glutaraldehido, etilenimina
binaria (BEI) y betapropiolactona. Los agentes de inactivacién se usan a una concentracion lo suficientemente alta
para inactivar sustancialmente todas las particulas viricas de la solucion. A modo de ejemplo y sin limitacién, la
inactivacion de virus con irradiacion gamma se describe en la Patente de los EE.UU. 6.254.873; la inactivacion con
formol se describe en la Patente de los EE.UU. 6.254.873 y la Patente de los EE.UU. 6.635.246; la inactivacion con
formaldehido se describe para JE-VAX®, vacuna del virus de la encefalitis japonesa en Couch et al., J Infect Dis
1997; 176 (Supl. 1): 538-44; la inactivacion fotodinamica por luz visible se describe en Wallis, et al., Journal of
Immunology, 1963, 91: 677-682; la inactivaciéon con luz UV se describe en el documento WO/2008/039494; la
inactivacion por cloro se describe en Rice EW, et al., Emerg Infect Dis [serie en Internet]. Octubre de 2007; la
inactivacion con policationes hidréfobos insolubles en agua, por ejemplo, N,N-dodecil metil-polietilenimina (PEI),
pintados sobre superficies se describe en Halder et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA 103: 17667-17671, 2006; la
inactivacion térmica se describe en Thomas et al., Journal of Food Protection. 70: 674-680; la inactivaciéon con
betapropiolactona (como se usa para la produccion de Inflexal V y Fluvirina) se describe en la FARMACOPEA
EUROPEA 5.0; la inactivacion por etilenimina binaria se describe en la Patente de los EE.UU. 6.803.041. Se
contempla que, durante la etapa de inactivacion, la purificacién de las subunidades y/o el fraccionamiento se realizan
antes o después de la purificacion del virus a partir del cultivo celular. Por ejemplo, la produccién de una vacuna de
virus inactivado puede implicar la retirada de material celular, la inactivacion de virus, la purificacion y la
solubilizacion de la envuelta virica. En una realizacién, un virus reagrupado descrito en el presente documento se
cultiva y se aisla a partir de células Vero como se describe en Kistner et al., Vaccinas. 25: 6028-36, 2007.

Después se prepara una vacuna usando adyuvantes convencionales y preparaciones de vacuna conocidas en la
técnica. Los adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, saponina, detergentes no iénicos, aceite vegetal, geles
minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones de aceite o hidrocarburos, hemocianinas de lapa californiana y adyuvantes
humanos potencialmente Utiles tales como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-
muramil-L-alanil-D-isoglutamina, N-acetilmuramil-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-s-n-glicero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina, BCG (bacilo de Calmette-Guerin) Corynebacterium parvum, ISCOM, nano-perlas,
escualeno y copolimeros de bloque, que se contemplan para su uso solos o0 en combinacion.

ISCOM es un acrénimo de Complejo Estimulante Inmunitario (por sus siglas en inglés), descrito inicialmente en
Morein et al. (Nature 308: 457-460,1984). Los ISCOM son un sistema novedoso de entrega de vacunas y son
distintos de los adyuvantes convencionales. Un ISCOM se forma de dos maneras. En algunas realizaciones, el
antigeno se incorpora fisicamente en la estructura durante su formulacion. En otras realizaciones, una matriz de
ISCOM (como se suministra por, por ejemplo, Isconova) no contiene antigeno, sino que se mezcla con el antigeno
de eleccién por el usuario final antes de la inmunizacion. Después de la mezcla, los antigenos estan presentes en
solucion con la matriz de ISCOM, pero no se incorporan fisicamente en la estructura.

En una realizacion, el adyuvante es una emulsion de aceite en agua. Las emulsiones de aceite en agua son bien
conocidas en la técnica y se ha sugerido que son Utiles como composiciones adyuvantes (documento EP 399843;
documento WO 95/17210, Publicaciéon de Patente de los EE.UU. N.° 20080014217). En una realizacion, el aceite
metabolizable estd presente en una cantidad del 0,5% al 20 % (concentracion final) del volumen total de la
composicion antigénica o virus aislado, en una cantidad del 1,0 % al 10 % del volumen total o en una cantidad del
2,0 % al 6,0 % del volumen total.

En algunas realizaciones, los sistemas de emulsion de aceite en agua Utiles como adyuvante tienen un tamafio de
las gotitas de aceite pequefio. En ciertas realizaciones, los tamafios de las gotitas estaran en el intervalo de 120 a
750 nm o de 120 nm a 600 nm de diametro.

Con el fin de que cualquier composicion de aceite en agua sea adecuada para la administracién humana, la fase de
aceite del sistema de emulsion comprende un aceite metabolizable. El aceite puede ser cualquier aceite vegetal,
aceite de pescado, aceite animal o aceite sintético, que no sea téxico para el receptor y sea susceptible de ser
transformado por el metabolismo. Nueces, semillas y granos son fuentes habituales de aceites vegetales. Los
aceites sintéticos son también parte de la presente invencion y pueden incluir aceites disponibles en el mercado
tales como NEOBEE® y otros. Un aceite metabolizable particularmente adecuado es el escualeno. El escualeno
(2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno) es un aceite insaturado que se encuentra en grandes
cantidades en aceite de higado de tiburén y en cantidades inferiores en el oliva aceite, el aceite de germen de trigo,
el aceite de salvado de arroz y la levadura y es un aceite particularmente adecuado para su uso en la presente
invencion. El escualeno es un aceite metabolizable en virtud del hecho de que es un intermedio en la biosintesis del
colesterol (indice Merck, décima edicién, entrada n.° 8619). Los aceites de ejemplo Utiles para una emulsion de
aceite en agua incluyen, pero no se limitan a, esteroles, tocoles y alfa-tocoferol.
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En realizaciones adicionales, se afiaden estimulantes del sistema inmunitario a la vacuna y/o composicion
farmacéutica. Los estimulantes inmunitarios incluyen: citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, sobrenadantes
de cultivos celulares de linfocitos, monocitos o células de 6rganos linfoides, preparaciones celulares y/o extractos
vegetales, preparaciones celulares y/o extractos de bacterias (por ejemplo, BCG, Mycobacterium, Corynebacterium),
parasitos o mitégenos y acidos nucleicos novedosos derivados de otros virus u otras fuentes (por ejemplo, ARN
bicatenario, CpG), copolimeros de bloque, nano-perlas u otros compuestos conocidos en la técnica, utilizados solos
0 en combinacion.

Los ejemplos particulares de adyuvantes y otros estimulantes inmunitarios incluyen, pero no se limitan a, lisolecitina;
glucésidos (por ejemplo, saponina y derivados de saponina tales como Quil A (QS7 y QS21) o GPI-0100);
tensioactivos catidnicos (por ejemplo, PDD); halogenuros de amonio de hidrocarburo cuaternario; polioles
plurénicos; polianiones y iones poliatdmicos; acidos poliacrilicos, polimeros de bloque no iénicos (por ejemplo,
Pluronic F-127); y 3D-MPL (monofosforil lipido A 3 des-O-acilado). Véanse, por ejemplo, las Publicaciones de
Patente de los EE.UU. N.° 20080187546 y 20080014217.

Inmunoensayos

Se conocen diversas técnicas en la materia para detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo a un antigeno,
que son Utiles para detectar la antigenicidad y la inducciéon de una respuesta inmunitaria de un virus reagrupado,
composicion antigénica o vacuna de la presente invencion. Un método precoz de deteccion de la interaccion entre
un antigeno y un anticuerpo implica la deteccién y el analisis del complejo mediante precipitacién en geles. Un
método adicional de detecciéon de un par de union antigeno-anticuerpo incluye el uso de anticuerpos detectores
radioyodados o una proteina radioyodada que sea reactiva con IgG, tal como la proteina A. Estos métodos precoces
son bien conocidos para los expertos en la materia, tal como se revisa en Métodos in Enzymology 70: 166 198,
1980.

Se usan ampliamente ensayos seroldgicos en la determinacion de diagnéstico de la gripe, asi como en estudios de
investigacion con respecto a la epidemiologia y la antigenicidad de cepas viricas. En patrticular, se usa ampliamente
el ensayo de inhibicion de la hemaglutinina (HI o HAI) (Meisner et al., J Virol. 82: 5079-83, 2008; Couch et al.,
Vaccine. 25: 7656-63, 2007). El ensayo de HI también es util para demostrar la antigenicidad de la molécula de HA
modificada y ayudar en la caracterizacion de la proteina HA modificada como mas o menos antigénica que una
proteina HA no modificada.

El ensayo de HI determina la capacidad de los anticuerpos de una muestra de suero para unirse con una referencia
normalizada. En el ensayo de HI, se mezclan diluciones en serie (titulos) de muestra de suero con cantidades patrén
de eritrocitos y su asociacién en complejos se detecta visualmente. El nivel mas bajo de suero titulado que da como
resultado un complejo visible es el resultado del ensayo.

Un ensayo de difusion radial simple (DRS, por sus siglas en inglés) fue desarrollado por Wood et al. (J Biol
Standardization 5: 237-47, 1997), que determina el nivel de antigeno de HA en una muestra. El ensayo DRS
compara la zona de los sitios de difusiéon de un antigeno de referencia y un antigeno de ensayo (por ejemplo, una
vacuna) cuando el antigeno esta unido por anticuerpos especificos de HA.

El ensayo DRS y otros ensayos como se han descrito anteriormente y se conocen en la técnica pueden usarse para
determinar la cantidad de HA en una muestra de vacuna para la preparacion de una vacuna que comprenda una
cantidad predeterminada de antigeno de HA.

Formulaciones farmacéuticas y administracion

La administracion de la composicion de vacuna generalmente es con fines profilacticos. La administracion
profilactica de la composicion sirve para prevenir o atenuar cualquier infeccidon posterior. Una composicion
"farmacoldgicamente aceptable” es una tolerada por un paciente receptor. Se contempla que se administre una
cantidad eficaz de la vacuna. Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para conseguir un efecto biolégico
deseado tal como inducir suficiente inmunidad humoral o celular. Esto puede depender del tipo de vacuna, la edad,
el sexo, la salud y el peso del receptor. Los ejemplos de efectos biolégicos deseados incluyen, pero no se limitan a,
la no produccion de sintomas, la reduccion de los sintomas, la reduccion del titulo virico en tejidos o secreciones
nasales, la proteccidon completa contra la infeccion por el virus de la gripe y proteccion parcial contra la infeccion por
el virus de la gripe.

Una vacuna o composicién de la presente invencion es fisioldgicamente significativa si su presencia da como
resultado un cambio detectable en la fisiologia de un paciente receptor que potencia al menos una respuesta
inmunitaria humoral o celular primaria o secundaria contra al menos una cepa de un virus de la gripe infeccioso. La
composicion de vacuna se administra para proteger contra la infeccién virica. No es necesario que la "proteccion”
sea absoluta, es decir, no es necesario que la infeccion gripal se evite totalmente o se erradique, si existe una
mejora estadisticamente significativa en comparacién con una poblacion de control o un conjunto de pacientes. La
proteccion puede limitarse a la reduccion de la gravedad o la rapidez del inicio de los sintomas de la infeccién por el
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virus de la gripe.

En una realizacion, se proporciona una composicion de vacuna atenuada o inactivada de la presente invencion ya
sea antes de la aparicién de la infeccion (con el fin de prevenir o atenuar una infeccion anticipada) o después del
inicio de una infeccion real y, de este modo, protege contra la infeccién virica.

En un aspecto, los métodos de la invencion incluyen una etapa de administracion de una composicion farmacéutica.
El virus, composicion antigénica o vacuna se administra por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo a
través de inhalacion, por via intranasal, por via oral y por via parenteral. Los ejemplos de vias parentales de
administracion incluyen la administracion intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutanea.

En una realizacion, la administracion de la vacuna de la gripe se basa en el nimero de unidades de hemaglutinina
(UHA) por dosis. Una UHA se define como la cantidad de antigeno necesaria para conseguir el 50 % de aglutinacion
en un ensayo de hemaglutinina convencional con eritrocitos de pollo. Las vacunas de virus de la gripe aviar como se
describen en el presente documento son eficaces en formulaciones que comprenden unidades de HA (UHA) entre
aproximadamente 10 ng y aproximadamente 1 ug, entre aproximadamente 20 ng y aproximadamente 500 ng, entre
aproximadamente 50 ng y aproximadamente 250 ng, entre aproximadamente 75 ng y aproximadamente 200 ng,
aproximadamente 100 ng, aproximadamente 125 ng, aproximadamente 150 ng o aproximadamente 175 ng. En una
realizacién relacionada, una composicion de vacuna que comprende un virus inactivado comprende una cantidad de
virus que corresponde a aproximadamente 0,1 a aproximadamente 200 ug de proteina hemaglutinina/ml o cualquier
intervalo o valor dentro de la misma. En una reallzaC|on relacionada, una composicién de vacuna de la presente
invencion comprende de aproximadamente 10* a 10° unidades formadoras de placa (UFP)/ml o cualqwer intervalo o
valor dentro de las mismas, donde se atenta el virus. En algunas realizaciones, Ia composicion de vacuna
comprende aproxmadamente 102, aproxmadamente 10°, aproxmadamente 10%, aproxmadamente 10°,
aproximadamente 10°, aproxmadamente 107, aproxmadamente 10° 0 aproxmadamente 10° UFP/m. Se contempla
adicionalmente que la composicién de vacuna comprenda de 10° a aproxmadamente 10* UFP/mI de
aproximadamente 10*a aproxmadamentelo UFP/ml o de aproximadamente 10°a aproximadamente 10° UFP/m.

En otro aspecto, la vacuna de virus de la gripe inactivado se cuantifica mediante un ensayo de difusion radial simple
(DRS) (véase Kistner et al., Vaccine (2007) 25: 6028-36 y Wood, et al., J. Biol. Stand. (1997) 5: 237-247) y se
expresa en microgramos de hemaglutinina (por ml o por dosis). En una realizacién, la dosis de una vacuna
estacional es de 15 ug por cepa, 45 ug en total en tres dosis. Para vacunas (pre)pandémicas la dosis normalmente
depende del adyuvante. En un aspecto, el intervalo de dosis es de 1pug a 15 ug por vacuna, y, en algunas
preparaciones, son Utiles hasta 75 pg por vacuna. En una realizacion, la dosis de vacuna se administra a una dosis
de 1 yg a 100 pg de HA. En una realizacién adicional, la vacuna comprende un contenido de HA de 1 ug a 30 ug por
vacuna. En realizaciones relacionadas, la dosis de vacuna se administra a 1 yg, a 3 yg, a 5 yg, a 7,5 yg, a 10 pg, a
12,5 yg, a 15 ug, a 20 ug, a 25 ug o a 30 pyg de HA, o en cualquier cantidad de hasta 100 ug segin sea necesario.
Se contempla que, en algunas realizaciones, la dosis de la vacuna se ajusta basandose en el adyuvante utilizado
para la preparacion de vacunas.

En consecuencia, las dosificaciones de vacunas individuales incluyen las que tienen aproximadamente 1 ug,
aproximadamente 2 ug, aproximadamente 3 ug, aproximadamente 4 ug, aproximadamente 5 ug, aproximadamente
6 ug, aproximadamente 7 ug, aproximadamente 8 ug, aproximadamente 9 ug, aproximadamente 10 ug,
aproximadamente 11 pg, aproximadamente 12 pug, aproximadamente 13 uyg, aproximadamente 14 g,
aproximadamente 15 pug, aproximadamente 16 yg, aproximadamente 17 yg, aproximadamente 18 ug,
aproximadamente 19 yg, aproximadamente 20 ug, aproximadamente 21 pug, aproximadamente 22 ug,
aproximadamente 23 pg, aproximadamente 24 pug, aproximadamente 25pug, aproximadamente 30 ug,
aproximadamente 35 pug, aproximadamente 40 pug, aproximadamente 45pug, aproximadamente 50 ug,
aproximadamente 55 pug, aproximadamente 60 ug, aproximadamente 65 ug, aproximadamente 70 ug,
aproximadamente 75 pug, aproximadamente 80 ug, aproximadamente 85 ug, aproximadamente 90 g,
aproximadamente 95 ug, aproximadamente 100 uyg y mas de 100 ug de hemaglutinina proporcionada en dosis
individuales o mdltiples en la misma o diferente cantidad de hemaglutinina.

Cuando se administra como una solucion, la vacuna se prepara en forma de una solucion acuosa. Dichas
formulaciones se conocen la técnica y se preparan mediante disolucién del antigeno y otros aditivos apropiados en
el disolvente apropiado. Dichos disolventes incluyen agua, solucién salina, etanol, etilenglicol y glicerol, por ejemplo.
Los aditivos adecuados incluyen colorantes certificados y conservantes antimicrobianos, tales como timerosal
(tiosalicilato de etilmercurio sédico). Dichas soluciones pueden estabilizarse usando métodos convencionales, por
ejemplo, mediante la adicién de gelatina parcialmente hidrolizada, sorbitol o medio de cultivo celular y puede
tamponarse mediante métodos convencionales, usando, por ejemplo, reactivos tales como hidrégeno fosfato de
sodio, dihidrogeno fosfato de sodio, hidrégeno fosfato de potasio y/o dihidrogeno fosfato de potasio o TRIS. Las
formulaciones liquidas también pueden incluir suspensiones y emulsiones. La preparacion de suspensiones incluye,
por ejemplo, el uso de un molino coloidal, y las emulsiones incluyen, por ejemplo, el uso de un homogeneizador.

En una realizacion, se contempla que el vehiculo de vacuna sea un sistema polimérico de liberacién retardada. Los
polimeros sintéticos son Utiles en la formulacién de una vacuna para efectuar la liberacion controlada de antigenos
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usando técnicas bien conocidas en la técnica.

Aspectos y detalles adicionales de la invencién seran evidentes a partir de los siguientes ejemplos, que tienen por
objeto ser ilustrativos mas que limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1
Generacion de la cepa A/Vietnam/1203/04 atenuada con  sitio de escision modificado por genética inversa

La cepa virica A/Vietnam/1203/04 (H5N1) es una cepa altamente patdgena que se aislé de un caso mortal de gripe
humana. Para atenuar esta cepa el tramo polibasico de aminoacidos (RRRK (SEQ ID NO: 15)) en el sitio de escision
de HA se elimin6. Se introdujeron sustituciones adicionales (R — T y K — T) para evitar la formacién nuevamente de
los aminoacidos polibasicos mediante interrupciéon de la polimerasa como se describe por Horimoto et al., (Vaccine.
24: 3669-76, 2006). Esta modificacidon disminuye el principal factor patégeno del virus de la gripe aviar altamente
patégenay lo convierte en el fenotipo poco patégeno.

Se obtuvieron células Vero de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC por sus siglas en inglés,
Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Reino Unido) en el pase 134. Las células Vero se cultivaron en medio OPTI-PRO®
(Gibco, Carlsbad, CA) complementado con L-glutamina 4 mM.

El virus se propag6 en células Vero en medio OPTI-PRO® que contenia tripsina 5 pg/ml (Sigma, San Luis, MO) a
37 °Cy CO; al 5 %. El titulo infeccioso del virus se determind mediante analisis DICT50 convencional. El ensayo de
hemaglutinacion se realizd con suspensién al 0,5 % de eritrocitos de pollo. El crecimiento del virus con o sin tripsina
se determind mediante prueba de ensayo de placa convencional en células Vero en medio OPTI-PRO® que
contenia L-glutamina 4 mM; tripsina 5 pug/ml, DEAE al 0,01 %-dextrano (Sigma), agar al 0,6 % (Sigma) y se expreso
en unidades formadoras de placa (ufp).

Se construyd el virus A/Viethnam/1203/04 (H5N1) con un sitio de escision modificado en la proteina HA. Se
sintetizaron ADNc correspondientes a segmentos PB2, PB1, PA, HA, NA, NP, M y NS de A/Vietnam/1203/04 en
Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank (niimeros de acceso:
AY818135 para HA, AY818141 para NA, AY818144 para M, AY818138 para NP, AY818147 para NS, AY818132
para PA, PB1 para AY818129 y AY818126 para PB2).

Puesto que las regiones no codificantes (RNC) viricas para los segmentos de A/Vietham/1203/04 solo estaban
disponibles parcialmente, se afiadieron RNC derivadas de los respectivos segmentos de A/Hong Kong/213/03 a las
secuencias de codificacién de Vietnam/1203/2004 (nimeros de acceso para A/Hong Kong/213/03: HA: AB212054;
NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2: AB212050).

El sitio de escision polibasico de HA de la cepa altamente patdgena A/Vietnam/1203/04 (H5N1) se reemplazé por la
secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 de baja accion patégena (Figura 1). La
modificaciéon del gen de la HA incluy6 la retirada del tramo de aminoacidos basicos en el sitio de escision de HAy la
sustitucion de los aminoacidos basicos vecinos arginina (R) y lisina (K) a treonina (T), NTPQRERRRRKRGLFGAI
(SEQ ID NO: 16) — NTPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 17), con el fin de evitar la posible reversion al fenotipo de tipo
silvestre.

La Figura 1 muestra la modificacién de las secuencias nucleotidicas del sitio de escision de HA de los genes viricos.
Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 estan subrayadas en la Figura 1. Se obtuvieron copias de ADNc de
fragmentos genémicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la transfeccion de células Vero. La
transfeccion se realizé de acuerdo con el método de Hoffmann et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. (EE.UU.) 97: 6108-113,
2000) usando ocho ADNc que contenian el genoma virico completo.

Se sembraron células Vero transfectadas en una placa de 6 pocillos en medio de transfeccién que contenia suero
(DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 °C. Seis horas después de la
transfeccion el medio se reemplazé por medio OPTI-PRO® sin suero complementado con L-glutamina 4 mM y
tripsina 1 pg/ml. Después de 24 horas se afiadié medio sin suero adicional que contenia 10 ug de tripsina al
sobrenadante. Después de 72 horas el sobrenadante se cosech6 y se usé para un pase adicional mas en célula
Vero recién preparada (pase ciego). La incubacion de este pase duré hasta que se observé el desarrollo de un
efecto citopatico (ECP) del 100 % y después se recogié el sobrenadante. El virus resultante se denominé
A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt o attVN1203.

Se realizaron dos pases de virus secuenciales de virus rescatado en células Vero en diluciones limitantes. Para este
fin se infectd una placa de 24 pocillos de células Vero confluentes con diluciones con factor de dilucion 10 de virus
cosechado hechas en 4 repeticiones. En 2 dias se recogieron dos pocillos en dilucién (-5) y se usaron para la
segunda etapa. La segunda etapa se realiz6 de la misma manera. El virus, recogido después de 2 dias en dilucién (-
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6), se usé para la produccién de reserva del virus. Se infecté6 un matraz de T150 cm? Rouxflask con una monocapa
confluente de células Vero con el virus recogido en el Gltimo pase usando una multiplicidad de infeccion (moi) de
0,0005. Después de una incubacién de 30 min a temperatura ambiente el indculo se retir6 y se afiadieron 50 ml de
medio sin suero complementado con tripsina 5 pg/ml. En 48 horas, se habia desarrollado un ECP del 100 % y se
recogio el sobrenadante, se clarificé por centrifugacion a 160g durante 10 minutos, se dividié en alicuotas de 1 ml en
tubos criogénicos y se congelaron a -80 °C.

El titulo infeccioso de la reserva del virus A/Vietnam/1203/04-HAatt producido en células Vero se determind
mediante titulacion usando el ensayo de DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los
resultados se muestran en la Tabla 2. En comparacion con la propagacion en huevos, el titulo de virus de la
produccioén en células Vero fue aproximadamente 10 veces mayor.

Tabla 2. Titulo infeccioso de la reserva del virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt

Experimento Titulo infeccioso, log1ODICT50/ml
1 8,87
2 8,55

La secuencia del gen de la HA del virus A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt (H5N1) se modific6 mediante ingenieria
genética de manera que se eliminara el tramo polibasico de aminoacidos en el sitio de escision de HA. Esta
modificacién lo convirtié en el fenotipo poco patdégeno que no presenta ninguna amenaza para los seres humanos.

Para confirmar el fenotipo poco patdégeno de la cepa A/Vietham/1203/04 (H5N1)-HAatt obtenida se determiné la
capacidad de producir placas sin tripsina. En un ensayo en placa en células Vero en presencia de tripsina el virus
A/Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt produjo placas (titulo 2x10’ UFP/mI). Por el contrario, el virus no formé placas en
ausencia de ftripsina corroborando el fenotipo no patégeno del virus A/Vietham/1203/04 (H5N1)-HAatt. Para
confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias de
los genes de la HA 'y de la NA. No se encontraron cambios en ninguno de los genes secuenciados.

Estos resultados demuestran que el virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo
silvestre del mismo virus se adapta al crecimiento en cultivo celular y presenta una antigenicidad reducida en
comparacion con el virus de tipo silvestre.

Ejemplo 2

Generacion de cepa A/lndonesia/5/05 (transfectante  2:6 de A/Vietnam/1203/04) atenuada con sitio de esci  sion
modificado por genética inversa

La cepa virica A/Indonesia 5/05 (H5N1) es una cepa altamente patdégena que se aislé de un caso mortal de gripe
humana. Para atenuar esta cepa el tramo polibasico de aminoacidos (RRKK [SEQ ID NO: 21]) en el sitio de escision
de HA se elimin6. Se introdujeron sustituciones adicionales (R — Ty S — T) para evitar la formacién nuevamente de
los aminoécidos polibasicos (Horimoto et al., Vaccine 24: 3669-76, 2006). Esta modificacion deberia disminuir el
principal factor patégeno del virus de la gripe aviar altamente patégeno y convertirlo en el fenotipo poco patégeno.

El cultivo celular y la propagacion virica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construy6 el virus
Allndonesia/5/05 similar a (H5N1) con un sitio de escisién modificado en la proteina HA. Se sintetizaron ADNc
correspondientes a HA y NA de A/Indonesia/5/05 y segmentos PB2, PB1, PA, NP, My NS de A/Vietnam/1203/04 en
Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank (nimeros de acceso:
ISDN125873 para HA, ISDN125875 para NA, AY818144 para M, AY818138 para NP, AY818147 para NS,
AY818132 para PAT AY818129 para PB1 y AY818126 para PB2).

Puesto que las regiones no codificantes (RNC) viricas para los segmentos de A/Vietham/1203/04 solo estaban
disponibles parcialmente, se afiadieron RNC derivadas de los respectivos segmentos de A/Hong Kong/213/03 a las
secuencias codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (numeros de acceso para A/Hong
Kong/213/03 HA: AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1:
AB212052; PB2: AB212050). El sitio de escisién polibasico de HA de la cepa altamente patégena A/Indonesia/5/05
(H5N1) se reemplaz6 por la secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 de baja accion
patégena (Figura 2). La modificacion del gen de la HA incluy6 la retirada del tramo de aminoacidos basicos en el
sitio de escision de HA y la sustitucion de los aminoacidos basicos vecinos Ry S a T con el fin de evitar la posible
reversion al fenotipo de tipo silvestre, como se indica a continuacion: NTPQREARAKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 16) —
NTPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 17). La Figura 2 muestra la modificacién del sitio de escision de la HA de
Allndonesia/5/05 y las secuencias nucleotidicas de los genes viricos. Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03
estan subrayadas.

Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos gendmicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la
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transfeccién de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de
transfeccién que contenia suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 °C.
Seis horas después de la transfecciéon el medio se reemplaz6 por medio OPTIPRO® sin suero complementado con
L-glutamina 4 mM y tripsina 1 pg/ml. Después de 24 horas, se afiadié medio sin suero adicional que contenia 10 ug
de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogi6 y se utilizé para un pase adicional
mas en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubacion de este pase se mantuvo hasta el desarrollo de
un efecto citopatico (ECP) del 100 % y después se recogié el sobrenadante. El virus resultante se denomino
Al/lndonesia/5/05 (H5N1)-HAatt o RG-attVN1203/IN5/05.

Se realizaron dos pases de virus secuenciales de virus rescatado en células Vero en diluciones limitantes. Para este
fin se infectd una placa de 24 pocillos de células Vero confluentes con diluciones con factor de dilucion 10 de virus
cosechado hechas en 4 repeticiones. En 2 dias se recogieron dos pocillos en dilucion (-5) y se usaron para la
segunda etapa. La segunda etapa se realiz6 de la misma manera. El virus, recogido después de 2 dias en dilucion (-
6), se uso para la produccién de reserva del virus. Se infecté un matraz de T150 cm® Rouxflask con una monocapa
confluente de células Vero con el virus recogido en el dltimo pase usando una multiplicidad de infeccion moi de
0,0005. Después de una incubacion de 30 min a temperatura ambiente el inéculo se retird y se afiadieron 50 ml de
medio sin suero complementado con tripsina 5 ug/ml. Después de 48 horas, se habia desarrollado un ECP del
100 % y se recogi6é el sobrenadante, se clarificd por centrifugacion a 160g durante 10 minutos, se dividid en
alicuotas de 1 ml en tubos criogénicos y se congelaron a -80 °C.

El titulo infeccioso de la reserva de virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt producido en células Vero se estimé
mediante titulacion usando un ensayo DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 - Titulo infeccioso de la reserva de virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt

Experimento Titulo infeccioso, log 10DICT50/ml
1 9,04
2 8,72

La secuencia del gen de la HA del virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt se modific6 mediante ingenieria genética de
manera que se eliminara el tramo polibasico de aminoacidos en el sitio de escisiéon de la HA. Esta modificacién o
convirtié en el fenotipo poco patdégeno que no presenta ninguna amenaza para los seres humanos. Para confirmar el
fenotipo poco patégeno de la cepa A/lndonesia/5/05 (H5N1)-HAatt obtenida se determiné la capacidad para producir
placas sin tripsina. En un ensayo en placa en células Vero en presencia de tripsina el virus A/lIndonesia/5/05 (H5N1)-
HAatt produjo placas (titulo 3x10’ UFP/ml). Por el contrario, el virus no formmé placas en ausencia de tripsina
corroborando el fenotipo no patégeno del virus A/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt.

Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados.

Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo
silvestre de una cepa H5N1 del virus de la gripe diferente (A/Indonesia/5/05) se adapta al crecimiento en cultivo
celular y presenta una antigenicidad reducida en comparacién con el virus de tipo silvestre.

El crecimiento de los virus atenuados en cultivo en células Vero después se compar6 con el crecimiento de un virus
de genética inversa adaptado a huevo en células Vero.

La cepa del virus de la gripe CDC RG Indo/05/2005 es una cepa de genética inversa 6:2 con estructura principal
PR8 (seis genes internos derivados de PR8) y los genes de la HA y de la NA derivados de la cepa
Allndonesia/05/2005. Esta cepa esta adaptada al huevo y es la base para las vacunas de H5N1 inactivadas
(derivadas de huevo) convencionales. La cepa CDC RG Indo se hizo pasar tres veces en células Vero a dos
temperaturas diferentes, 32 °C y 37 °C a multiplicidades de infeccién (MOI) de 0,01 a 0,0001. Los titulos se muestran
en la Tabla 4. Los logaritmos de los titulos iniciales estaban en el intervalo de 6,4-6,7 (32 °C) y de 5,8-6,8 (37 °C).
Después de tres pases, los titulos fueron algo mayores, 7,1-7,2 a 32°C y 6,5-7,4 a 37 °C. Por tanto, los titulos
iniciales fueron bajos y los pases mejoraron los titulos solo ligeramente.

Tabla 4. Titulos de DICT50 obtenidos con la cepa CDC RG Indo/05/2005 adaptada al huevo
Vero MOl P°1 P2 p3
32°C 0,01 6,7cC 6,8 7,1
\Vero MOI P°1 P2 p3
0,001 6,6 6,7 7,2
0,0001 6,4 6,8 7,2
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37 °C 0,01 6,8 7,1 7,0
0,001 6,7 7,2 7.4
0,0001 5,8 6,9 6,5

a Pase; MOI, multiplicidad de infeccién; c, titulo en DICT50/ml

Los nuevos virus de la gripe virus Vietnam/1203/04 (H5N1)-HAatt crecieron a un titulo promedio de 8,71 logl10
DICT50/ml. El titulo del virus Al/Indonesia/5/05 (H5N1)-HAatt fue de 8,88 DICT50/ml (Ejemplos 1 y 2). En
comparacion con la cepa adaptada al huevo coincidente CDC RG Indo/05/2005, la nueva cepa creci6é al menos dos
escalones logaritmicos mas que el virus adaptado al huevo.

Ejemplo 3
Seguridad y eficacia de los virus reagrupados

Con el fin de determinar la seguridad y eficacia de los virus reagrupados, se realizaron estudios in vivo en ratones y
pollos. Se expusieron ratones Balb/c de 10-12 semanas de edad (Charles River, Sulzfeld, Alemania) por via
intranasal con dosis crecientes de los virus como se indica en la Tabla 4A y 4B (sintomas clinicos: r, pelo erizado; h,
encorvado; m, mate (sin brillo); d, muerto; AST = tiempo promedio hasta la muerte).

En el primer experimento en ratones (Tabla 5A), los ratones se controlaron clinicamente durante un periodo de dos
semanas. No se observaron sintomas clinicos importantes tras la exposicién a los virus RG-attVN1203 o el
reagrupado Indonesia 6:2. La mayoria de los ratones no mostraron sintomas clinicos en absoluto; algunos ratones
tenian el pelo erizado en la primera semana y se recuperaron por completo en la segunda semana.

En el segundo experimento en ratones (Tabla 5B), las dosis se incrementaron hasta 1x10° DICT50 por animal,
administradas por via intranasal. Esta vez se controlé la pérdida de peso (PP), un indicador fiable de enfermedad.
No se observo ninguna PP con los virus RG basados en H5N1, todos los ratones sobrevivieron, indicando que no
habia virulencia. El control de exposicion de tipo silvestre, las cepas de tipo silvestre de H5N1 VN1203 y IN5/05,
mataron a los ratones a los 6 a 8 dias.

Para examinar la seguridad de los virus reagrupados en pollos, se expusieron pollos de siete dias de edad (Spafas,
Hungria) a dosis crecientes de los virus como se indica en la Tabla 5C y 5D. Los animales se controlaron
clinicamente durante un periodo de dos semanas.

Como se muestra en la Tabla 5C, en todos los pollos expuestos por via intranasal con dosis de 1x10° y 1x10°
DICT50 por animal, no se pudieron observar sintomas clinicos importantes con los virus RG basados en H5N1.
Como era de esperar, un virus de control BSL-2 obtenido de CDC (CDC RG Indo/05/2005, una cepa de virus de
semilla prepandémica basada en PR8) tampoco fue virulenta ni patdgena para los pollos.

Con el fin de confirmar este resultado usando una segunda via de aplicacion, los pollos se expusieron mediante
inyeccion intramuscular (Tabla 5D) a una dosis de 1x10° DICT50 por animal. Se incluyeron dos virus de control,
conocidos por no ser virulentos para los pollos, CDC RG Indo/05/2005 y NIBRG-14 (reagrupados a base de PR8 con
los genes de la HA y de la NA IN5/05 y VN1194, respectivamente). No pudo observarse pérdida de peso después de
la exposicion. Todos los animales ganaron peso en comparacion con los animales de control, pollos expuestos a
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En el mismo experimento, se expusieron pollos por via intranasal con
el virus de tipo silvestre de H5N1 altamente patégeno IN5/05. Todos los pollos murieron en una fase aguda después
de la exposicion dos dias después de la exposicion (Tabla 5D).

Estos experimentos in vivo confirman que la modificacion del sitio de escision polibasico en el gen de la HA atenta
fuertemente el virus H5N1.
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Ejemplo 4

Generacion de cepa A/Pavo/Turquia/1/05 atenuada con sitio de escision modificado mediante genética
inversa

La cepa del virus a/pavo/Turquia/1/05 (H5N1) es una cepa altamente patdgena que se aislé de un caso de gripe
aviar fatal. Con el fin de atenuar esta cepa, se eliminé el tramo polibasico de aminoacidos (RRRK (SEQ ID NO: 15))
en el sitio de escision de HA. Se introdujeron sustituciones adicionales (R — T y K — T)) para evitar la formacién
nuevamente de los aminoacidos polibasicos (Horimoto et al., Vaccine. 24: 3669-76, 2006). Esta modificacién deberia
disminuir el principal factor patégeno del virus de la gripe aviar altamente patégena y convertirlo en el fenotipo poco
patégeno.

El cultivo celular y la propagacion virica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construyd un virus
A/Pavo/Turquia/1/05 similar a (H5N1) como con un sitio de escisién modificado en la proteina HA. Se sintetizaron
ADNCc correspondientes a la HA y la NA de A/pavo/Turquia/1/05 y a los segmentos PB2, PB1, PA, NP, M y NS de
AlVietnam/1203/04 en Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank
(numeros de acceso: DQ407519 para HA, EF619973 para NA, EF541453 para M, AY818138 para NP, EF541456
para NS, AY818132 para PA, AY818129 para PB1y AY818126 para PB2).

Puesto que las regiones no codificantes (RNC) para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban disponibles
parcialmente, se afiadieron RNC derivadas de los segmentos de A/Hong Kong/213/03 respectivos a las secuencias
codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (numeros de acceso para A/Hong Kong/213/03 HA:
AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2:
AB212050). El sitio de escision polibasico de HA de la cepa altamente patégena A/Pavo/Turquia/1/05 se reemplazé
por la secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF (véase la SEQ ID NO: 19) encontrada en cepas H5 poco
patégenas (Figura 3). La modificacién del gen de la HA incluy6 la retirada del tramo de aminoacidos basicos en el
sitio de escision de la HA y la sustitucion de los aminoacidos basicos vecinos Ry K a T con el fin de evitar la posible
reversion al fenotipo de tipo silvestre, como se indica a continuacion: NSPQRERRRKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 18) —
NSPQTETRGLFGAI (SEQ ID NO: 19). La Figura 3 muestra la modificacion del sitio de escision de la HA de
A/Pavo/Turquia/1/05 y las secuencias nuclecotidicas de los genes viricos. Las RNC derivadas de A/Hong
Kong/213/03 estan subrayadas.

Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos gendmicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la
transfeccién de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de
transfeccién que contenia suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 °C.
Seis horas después de la transfecciéon el medio se reemplaz6 por medio OPTIPRO® sin suero complementado con
L-glutamina 4 mM y tripsina 1 yg/ml Y anfotericina B 0,25 pg/ml. Después de 24 horas, se afiadié medio sin suero
adicional que contenia 10 pg de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogio y se
utilizé para dos pases adicionales mas en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubacion de este pase
se mantuvo hasta el desarrollo de un efecto citopatico (ECP) del 100 % y después se recogid el sobrenadante. El
virus resultante se denominé A/pavo/Turquia/1/05 (H5N1)-HAatt o RGattVN1203/TT/1/05.

Se produjo una reserva de virus A/pavo/Turquia/1/05 como se ha descrito anteriormente. El titulo infeccioso de la
reserva de virus A/pavo/Turquia/1/05 (H5N1)-HAatt producido en células Vero se estimd mediante titulacion usando
el ensayo de DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los resultados se muestran en
la Tabla 6.

Tabla 6 - Titulo infeccioso de la reserva del virus RG-attVN1203/TT/1/05

Experimento Titulo infeccioso, log1ODICT50/ml
1 8,83
2 8,85

Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados.

Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuado y un gen de la NA de tipo
silvestre de una cepa de H5N1 del virus de la gripe diferente (A/pavo/Turquia/1/05) se adapta al crecimiento en
cultivo celular.

Ejemplo 5

Generacion de una cepa A/Anhui/01/05 atenuada con s itio de escisién modificado mediante genética inver sa

La cepa del virus A/Anhui/01/05 (H5N1) es una cepa altamente patdégena que se aislé de un caso de gripe humana
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fatal en China. Con el fin de atenuar esta cepa se eliminé el tramo polibasico de aminoéacidos (RRRK (SEQ ID NO:
15)) en el sitio de escision de la HA. Se introdujeron sustituciones adicionales (L — Q, R —» Ty K — T) para evitar la
formacion nuevamente de los aminoacidos polibasicos (Horimoto et al., Vaccine. 24: 3669-76, 2006). Esta
modificacién deberia disminuir el principal factor patégeno del virus de la gripe aviar altamente patogena y
convertirlo en el fenotipo poco patégeno.

El cultivo celular y la propagacién virica se realizaron como se ha descrito anteriormente. Se construy6 un virus
A/Anhui/01/05 similar a (H5N1) con un sitio de escision modificado en la proteina HA. Se sintetizaron ADNc
correspondientes a la HA y la NA de A/Anhui/01/05 y a los segmentos PB2, PB1, PA, NP, M y NS de
A/Vietnam/1203/04 en Geneart AG (Regensburg, Alemania) de acuerdo con las secuencias publicadas en GenBank
(nimeros de acceso: DQ371928 para HA, EU128239 para NA, EF541453 para M, AY818138 para NP, EF541456
para NS, AY818132 para PA, AY818129 para PB1y AY818126 para PB2).

Puesto que las regiones no codificantes (RNC) para los segmentos de A/Vietnam/1203/04 solo estaban disponibles
parcialmente, se afiadieron RNC derivadas de los segmentos de A/Hong Kong/213/03 respectivos a las secuencias
codificantes de A/Indonesia/5/05 y de Vietnam/1203/2004 (numeros de acceso para A/Hong Kong/213/03 HA:
AB212054; NA: AB212056; M: AB212057; NP: AB212055; NS: AB212058; PA: AB212053; PB1: AB212052; PB2:
AB212050). El sitio de escisién polibasico de HA de la cepa altamente patégena A/Anhui /01/05 se reemplaz6 por la
secuencia dependiente de tripsina TETR/GLF encontrada en cepas H5 poco patdgenas (Figura 4). La modificaciéon
del gen de la HA incluyé la retirada del tramo de aminoacidos basicos en el sitio de escision de la HA y la sustitucién
de los aminoéacidos basicos vecinos L a Q y Ry K a T con el fin de evitar la posible reversion al fenotipo de tipo
silvestre, como se indica a continuacion: NSPLRERRRKKRGLFGAI (SEQ ID NO: 20) —» NSPQTETRGLFGAI (SEQ
ID NO: 19). La Figura 4 muestra la modificacion del sitio de escision de la HA de A/Anhui /01/05 y las secuencias
nucleotidicas de los genes viricos. Las RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 estan subrayadas.

Se obtuvieron copias de ADNc de fragmentos gendmicos mediante PCR y los productos de PCR se usaron para la
transfeccién de células Vero. Las células Vero transfectadas se sembraron en una placa de 6 pocillos en medio de
transfeccion que contenia suero (DMEM/F12 + L-glutamina 2 mM + FCS al 10 %). Las células se incubaron a 37 °C.
Seis horas después de la transfecciéon el medio se reemplaz6 por medio OPTIPRO® sin suero complementado con
L-glutamina 4 mM vy tripsina 1 ug/ml Y anfotericina 0,25 ug/ml. Después de 24 horas, se afiadi6 medio sin suero
adicional que contenia 10 pg de tripsina al sobrenadante. Después de 72 horas, el sobrenadante se recogio y se
utilizé para dos pases adicionales mas en la célula Vero recién preparada (pase ciego). La incubacion de este pase
se mantuvo hasta el desarrollo de un efecto citopatico (ECP) del 100 % y después se recogid el sobrenadante. El
virus resultante se denominé A/Anhui /01/05 (H5NI)-HAatt o RG-attVN1203/AH/1/05.

Se produjo una reserva virica de A/Anhui /01/05 como se ha descrito anteriormente. El titulo infeccioso de la reserva
del virus RG-attVN1203/AH/1/05 producido en células Vero se estimé mediante titulacién usando el ensayo de
DICT50 en células Vero. Se realizaron dos titulaciones independientes. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7 - Titulo infeccioso de la reserva del virus RG-attVN1203/AH/1/05

Experimento Titulo infeccioso, log1ODICT50/ml
1 8,75
2 8,50

Para confirmar la identidad del virus rescatado con respecto a las secuencias clonadas, se verificaron las secuencias
de los genes de la HA y de la NA. No se descubrieron cambios en ninguno de los genes secuenciados.

Estos resultados demuestran que un virus reagrupado que comprende los genes internos (estructura principal) de la
cepa A/Vietnam/1203/2004 (H5N1) del virus de la gripe y un gen de la HA atenuada y un gen de la NA de tipo
silvestre de una cepa de H5N1 del virus de la gripe diferentes (A/Anhui/1/05) se adapta al crecimiento en cultivo
celular.

Ejemplo 6
Administracién de vacuna de virus reagrupado in viv o]

Con el fin de determinar la eficacia in vivo del virus reagrupado recombinante (virus entero) que expresa genes de la
HA y de la NA internos de H5N1, el virus se administra a los sujetos animales usando técnicas bien conocidas en la
técnica. Por ejemplo, Kistner et al., (Vaccine. 25: 6028-36, 2007) describe la administracion de una vacuna virica que
comprende la cepa virica H5N1 inactivada entera A/Vietnam/1203/2004 a los ratones sujeto y la evaluacion de la
capacidad de la vacuna para proteger contra la infeccion de los ratones tras una reexposicion con virus vivo.

Adicionalmente, Ehrlich et al., (N Engl J Med. 358: 2573-84, 2008) describe un ensayo clinico en pacientes humanos

que comprende administrar una vacuna para una cepa del virus de la gripe pandémico H5N1. Se administraron dos
dosis de la vacuna (con 21 dias de diferencia) que comprendia A/Vietham/1203/2004 completo inactivado a los
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sujetos, conteniendo cada dosis 3,75 ug, 7,5 ug, 15 yg o 30 ug de antigeno de hemaglutinina con adyuvante de
alumbre o0 7,5 ug o 15 pg de antigeno de HA sin adyuvante. Se realizd un analisis serolégico al inicio y los dias 21y
42. Ehrlich demostré que la vacuna desencadena una respuesta inmunitaria en sujetos hospedador y el hospedador
esta protegido contra la infeccion con varias cepas de virus diferentes.

Los virus reagrupados, las composiciones antigénicas o las vacunas de la presente invencion se administran usando
las técnicas descritas anteriormente o usando otras técnicas conocidas en la técnica.

Se espera que se les ocurran numerosas modificaciones y variaciones de la invencién como se expone en los
ejemplos ilustrativos anteriores a los expertos en la materia. En consecuencia, solo deberian ponerse a la invencién
las limitaciones que aparecen en las reivindicaciones adjuntas.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Kistner, et al.

<120> PRODUCCION DE VACUNA VIRICA

<130> 31315/44111A

<150> US-61/122.961
<151> 16-12-2008

<160> 21

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 1767

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucledbtido sintético

<400> 1
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agcaaaagea ggggttcaat ctgtcaaaat ggagaaaata gtgcttcecttt ttgcaatagt 60
cagtcttgtt aaaagtgatc agatttgcat tggttaccat gecaaacaact cgacagagca 120
ggttgacaca ataatggaaa agaacgttac tgttacacat gcccaagaca tactggaaaa 18¢
gaaacacaac gggaagctct gcgatctaga tggagtgaag cctctaattt tgagagattg 24¢
tagegtaget ggatggetee tceggaaacee aatgtgtgac gaattceatcea atgtgecgga 300
atggtcttac atagtggaga aggccaatcc agtcaatgac ctetgttacc caggggattt 360
caatgactat gaagaattga aacacctatt gagcagaata aaccattttg agaaaattca 420
gatcatcecee aaaagttett ggtecagtca tgaagectca ttaggggtga gotcagcecatg 480
tccataccag ggaaagtcct cctttttcag aaatgtggta tggcttatca aaaagaacag 540
tacataccca acaataaaga ggagctacaa taataccaac caagaagatc ttttggtact 600
gtgggggatt caccatceceta atgatgegge agageagaca aagetetate aaaacccaac 660
cacectatatt tecgttggga catcaacact aaaccagaga ttggtaccaa gaatagetac 720
tagatccaaa gtaaacgggc aaaatggaag gatggagttc ttctggacaa ttttaaagee 780
gaatgatgeca atcaactteg agagtaatgg aaatttcatt gctcecagaat atgcatacaa 840
aattgtcaag aaaggggact caacaattat gaaaagtgaa ttggaatatqg gtaactgcaa 900
caccaagtgt caaactocaa tgggggegat aaactetage atgecattece acaatataca 960
coctetcace attggggaat gecccaaata tgtgaaateca aacagattag teettgegac 1020
tgggectcaga aatageccte aaaccgadqac ccgaggatta tttggageta tageaggttt 1080
tatagaggga ggatggcagg gaatggtaga tggttggtat gggtaccacc atagcaatga 114¢
geaggggagt gggtacgety cagacaaaga atccactcaa aaggceaatag atggagtcac 1200
caataaggte aactegatea ttgacaaaat gaacactecag tttgaggeceg ttggaaggga 1260
atttaacaac ttagaaagga gaatagagaa tttaaacaag aagatggaag acgggttcct 1320
agatgtctgg acttataatg ctgaacttct ggttectcatg gaaaatgaga gaactctaga 1380
ctttecatgac tcaaatgteca agaaccttta cgacaaggtc cgactacage ttagggataa 1440
tgcasaggag ctgggtaacg gttgtttega gttetatcat aaatgtgata atgaatgtat 1500
ggaaagtgta agaaatggaa cgtatgacta ccecgcagtat tcagaagaag cgagactaaa 1560
aagagaggaa ataagtggag taaaattgga atcaatagga atttaccaaa tactgtcecaat 1620
ttattctaca gtggcgagtt ccctagecact ggcaatecatg gtagectggtc tatccttatg 1680
gatgtgctce aatggatcgt tacaatgcag aatttgcatt taaatttgtg agttcagatt 1740
gtagttaaaa acacccttgt ttetact 1767

<210> 2

<211> 1398

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Nucleébtido sintético

<400> 2

agcaaaagca
gtatggtaac
tcagtecatte
ttecttactga
ttaacggatg
tgtttgttat
tgactcaggg
ctcacagaac
ttgagtctgt
gaatttctgg
acactatcaa
taaatggctc

agatcttcaa

atcactatga
ataattggca
taggatatat
gttgtggtece
gcaatggtgt
tttgggatec
tagrcaataac
gactagattg
gcacaatttg
gttggtettg

aaactcettg

<210> 3

<211> 1027
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ggagttcaaa
tggaatagtt
aattcacaca
gaaagctgtg
ggctgtatac
aagagagecg
ageccttgetg
attaatgaqgt
tgettggtca
cccagacaat
gagttggagg
ttgctttact

aatggaaaaa

ggaatgctec
tggctcaaat
atgcagtgga
ggtgtcectet
ctggatcggg
aaatgggtygg
tgattggtca
cataagacct
gactagtggg
gocagacggt

tttctact

<223> Nucleétido sintético

<400> 3

ES2675771 T3

atgaatccaa
agcttaatgt
gggaatcaac
gcttcagtaa
agtaaggaca
ttecatctecat
aatgacaage
tgtectgtgg
goaagtgett
ggggctgtgg
aacaacatac

gtaatgactg

gggaaagtgg

tgttatecta
cggccatggg
gttttcggag
aacggggcat
agaaccaaaa
actgaaacqgg
ggatatagcg
tgtttctggg
agcagcatat

goccocgagttge

atcagaagat
tacaaattgg
accaatctga
aattagcggg
acagtataag
gcteecactt
actcecaatgg
gtgaggctec
gocatgatgg
ctgtattgaa
tgagaactca
acggaccaag

ttaaatcagt

atgceggaga
tatctttcaa
acaatccacg
atggggtaaa
gcactaattc
acagtagctt
ggagttttgt
ttgagttgat
ctttttgtgg

cattcaccat

31

aataaccatc
gaacatgatc
accaatcagc
caattcatct
gatocggtteoco
ggaatgcaga
gactgtcaaa
ctccocatat
caccagttgg
atacaatggc
agagtctgaa
taatggtcag

cgaattggat

aatcacatgt
tcaaaatttg
ccccaatgat
agggttttca
caggagcggc
ttcagtgaaa
ccagecateca
cagagggcgg
tgtaaatagt

tgacaagtag

ggatcaatct
tcaatatgygg
aatactaatt
ctttgcceca
aagggggatg
actttetttt
gacagaagcec
aactcaaggt
ttgacgattg
ataataacag
tgtgecatgtg
gcatcacata

gctcoctaatt

gtgtgecaggg
gagtatcaaa
ggaacaggta
tttaaatacyg
tttgaaatga
caagatateg
gaactgacag
cccaaagaga

gacactgtgg

tttgttcaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1398
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agcaaaagca
ctctatcatce
tgcaggaaag
gteacetety
aggactgcag
tatggatagg
taaggaggtc
caacaggatg
gcagattgca
aatcagacat
ggcgggatca
ggtgcaggca
tcttcttgaa

gtgatcctat

ttgatcgtet
ctgectacgge
ctgtggatgt
ttectact
<210> 4

<211> 875
<212> ADN

ggtagatgtt
ccgtcaggece
aacaccgatc
actaaaggga
cgtagacgct
gcagttaage
gcactcaget
ggaacggtga
gattcacage
gagaacagaa
agtgagecagg
atgaggacaa
aatttgecagg

tgttgttgec

tttcttcaaa
aggggtacect

tgacgatggt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Nucleébtido sintético

<400> 4

ES2675771 T3

gaaagatgag
ccctcaaagce
tcgaggectct
ttttgggatt
ttgtccagaa
tatataagaa
actcaaccgg
ctacggaagt
atcggtctca
tggtgctgge
cagcggaage
ttgggactca
cctaccagaa

gcaaatatca

tgcatttatce
gagtectatga

cattttgtca

tcttctaacc
cgagatcgca
catggagtgg
tgtatteacy
tgccctaaat
gctgaaaaga
tgcacttgcec
ggettttgge
cagacagatg
cageactaca
catggagatc
tectaactct
acgaatggga

ttgggatctt

gtcgecttaa

gggaagagta

acatagaatt

32

gaggtcgaaa
cagaaacttg
ctaaagacaa
cteacegtge
ggaaatggag
gaaataacat
agttgcatgg
ctagtgtgtg
gcaactatca
getaaggeta
gctaatcagg
agtgctggtc
gtgcagatge

gcacttgata

atacggtttg
ceggeaggaa

ggagtaaaaa

cgtacgttct
aagatgtctt
gaccaatcct
ccaghgagey
atccaaataa
tcecatgggge
gtctcatata
ccacttgtga
ccaacccact
tggagcagat
ctaggcagat
tgagagataa
agcgattcaa

ttgtggattc

aaaagagggc
cagcagagtg

actacettgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1027
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agcaaaagca gggtgacaaa zacataatgg attccaacac tgtgtcaage tttcaggtag 60
actgetttct ttggeatgte cgcaaacgat ttgecagacca agaactgggt gatgccccat 120
tecttgaceg gettegecga gatcagaagt ccectaagaqd aagaggcecaac actettggte 180
tggacatcga aacagctact cgcocgcaggaa agcagatagt ggagcggatt ctggaggggg 240
agtetgataa ggeacttaaa atgecggett cacgetacet aactgacatyg actetegaag 300
aaatgtcaag ggactggttc atgcoctcatge ccaagoagaa agtggecaggt tocetttgea 360
tcaaaatgga ccaggcaata atggataaaa ccatcatatt gaaagcaaac ttcagtgtga 420
tttttgaccg gttggaaacc ctaatactac ttagagcttt cacagaagaa ggagcaatcg 480
tgggagaaat ctcaccatta cecttctette caggacatac tggtgaggat gtcaaaaatg 540
caattggegt cctcatcegga ggacttgaat ggaatgataa cacagttega gtcactgaaa 600
ctatacagaqg attcgcttgg agaaacaqgtg atgaggatgqg gagactteca ctccecctecaa 660
atcagaaacg gtaaatggeg agaacaattg agtcagaagt ttgaagaaat aaggtggetg 720
attgaagaag taagacatag attgaaaatt acagaaaaca gcttcgaaca gataacgttt T80
atgcaagcct tacaactact gcttgaagtg gagcaagaga taagagocectt ctcegtttcag 840
cttatttaat gataaaaaac acccttgttt ctact 875

<210>5

<211> 1565

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Nucleotido sintético

<400> 5
agcaaaagca gggtagataa tecactcacecg agtgacatca gcatcatgge gtctcaagge &0
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accaaacgat
agggcatctg
gaactcaaac
atggtactct
ggaaaggaca
agagagctaa
ggagaggacg
gccacatatc
ctgatgcaag
gtagggacaa
ttctggagag
ctcaaaggga
agaaatcctg
ctgagaqggat
gccagtggat
ctgcttcaaa
agtcaattag
ttcatcagag
gcttcaaatg
tgggetataa
atcagegttc
atggcagcat
agaatgatgg
ctcteggacg
tcttatttct

ctact

<210>6

<211> 2233
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400> 6

cttatgaaca
ttggaagaat
tcagtgacta
ctgcatttga
cgaagaagac
ttctgtacga
caactgetgg
agagaacgaqg
ggtcaactct
tggtgatgga
gcgaaaatgg
aattccaaac
ggaatgctga
cagtggecca
atgactttga
acagccaggt
tgtggatggec
ggacaagagt
agaacatgga
gaaccagaaqg
agceccacttt
ttacaggaaa
aaagtgccag
aaaaggcaac

tcggagacaa

ES2675771 T3

gatggaaact
ggttagtgge
tgaagggagg
tgaaagaagg
tggaggteca
caaagaggag
tcttacccac
agctctegtg
cccgaggaga
gctgattcgg
aagaagaaca
agcagcacaa
aattgaagat
taagtecctge
gagagaaggg
ctttagtcte
atgecactct
ggtcccaaga
ggcaatggac
cggaggaaac
cteggtccag
tactgaggge
accagaagat

gaaccegate

tgcagaggag

ggtggggaac

attgggaggt

ctgatccaga
aacagatacc
atttatcgga
atcaggagga
ctgatgatat
cgtactggaa
tctggagctg
atgataaaac
aggattgcat
agagcaatga
ctecatttttc
ttgoctgett
tactctctgg
attagaccaa
gcageatttg
ggacagctat
tccaacacte
accaaccage
agaaacctte
agaacgtctg
gtgtecattcc
gtgccttect

tatgacaatt

34

gcecagaatge
tectacataca
acagcataac
tggaagaaca
ggagagacdg
tttggecgteca
ggcattccaa
tggacccaag
ccggtgeage
gagggatcaa
atgagagaat
tggatcaagt
tggcacggtc
gtgtgtacgg
ttggaataga
atgagaatcc
aggaccttag
ccaccagagg
ttgaactgag
agagggecatc
cectteogaaag
acatgaggac
aggggcggdg
ttgacatgaa

aaagaaaaat

tactgagatc
gatgtgcaca
aatagagaga
ccccagtgeg
gaaatgggtg
agcgaacaat
tctaaatgat
gatgtgctct
agtaaagggg
cgaccggaat
gtgcaacatc
gcgagagage
tgcactcatc
acttgeagtyg
tecctttecge
agcacataag
agtctcaagt
ggttcaaatt
aagcagatat
tgcaggacag
agcgaccatt
tgaaatcata
agtecttcgag
taatgaagga

acccttgttt

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1565



agcgaaagca
attgtcgagc
aacaagtttg
tttattgatg
aaacaccgat
agtatctgea
aaagagaacc
gagaaagcca
gaggaaatgg
accaggctgt
caatccgaga
agqacttgeag
gtggatggat
gtgaatgcta
gggcctoctt
gaagacccga
acattttteg
aattacctee
aaaatcccaa
aacatggcac
tatgacagtg
aaggecatgtg
gectcoraattg
tgcagggeca
tectgtgeag
gaaggaagac
aatgataccg
gagccacaca

geagtaggee

ggtactgatc
ttgcggaaaa
ctgcaatatg
aacgqggagtga
ttgaaataat
acaccacagg
gattcatcga
acaagataaa
ccaccaaagc
tcaccataag
gaggcgaaga
accaaagtet
tcgaaccgaa
gaattgagcc
gctctcagcg
gtcatgaggg
gotggaaaga
tggettggaa
aaacaaagaa
cagagaaaqgt
atgaaccaga
aattgacaga
agcacattge
ctgaatacat
ccatggatga
ggaaaactaa
atgtggtaaa
agtgggaaaa

aagtttegayg
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caaaatggaa
ggcaatgaaa
cacacactty
atcaataatt
tgaaggaaga
agttgagaaa
aattggagtg
atccgaggag
ggacktacacc
gcaggaaatg
gacaattgaa
cocaccgaae
cggectgeatt
atttttgaag
gtcgaagttc
ggaggggata
geecaacate
gcaagtgctg
catgaaaaaa
agactttgag
gtctagatca
ttegatttgg
aagtatgaga
aatgaaggga
ctttcaactyg
tctgtatgga
ttttgtgagt
gtactgtgte

geccatgtte

gactttgtgce
gaatatgggg
gaggtctgtt
gtagaatctyg
gaccgaacga
cctaaattte
acacggaggg
acacatattc
cttgatgaag
geeagtaggg
gaaaaatttyg
ttetacagee
gagggcaagc
acaacgccac
ttgctgatgg
ccactatacg
gtgaaaccac
gcagaactce
acaagccagt
gactgcaaag
ctagcaagct
attgaacteg
aggaactatt
gtgtacataa
attccaatga
ttecattataa
atggaattcet
ctogagatag

ctgtatgtaa

35

gacaatgctt
aagatccgaa
tcatgtattce
gagatccgaa
tggectggac
tcococagattt
aagttcatac
acatattctc
agagcagggc
gtctatggga
aaatcactgqg
ttgaaaactt
tttctcaaat
gcecctctcag
atgcccttaa
atgcaatcaa
atgaaaaagg
aagatattga
tgaagtgggc
atgttagcga
ggattcagaqg
atgaaatagg
ttacagegga
acacageect
taagcaaatg
aagggagatc
ctcttactga
gagacatget

gaaccaatgg

caatccaatg
aatcgaaacg
ggattttcac
tgcattattg
tgtggtgaat
gtatgactac
atactatctg
attcacaggg
aagaattaaa
ttcctttegt
aaccatgecgce
tagagectat
gtcaaaagaa
actacctgat
attaagcatc
atgcatgaag
tataaaccece
aaatgaggaqg
actcggtgag
tctaagacaqg
tgaattcaac
agaagacgta
agtatccecat
gttgaatgca
cagaaccaaa
cecacttgagg
tcogaggetg
cctecggact

aaccteocaag

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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atcaaaatga
gaaagcatga
gaaaacaaat
atcggaaagg
ccacaactcg
agggacaaca
tgectgatta
catgcactga

ccttgtttet

aatggggcecat
ttgaagccga
cagaaacatg
tgtgcagaac
aggggtttte
tggaacctgg
acgatccctg
aatagttgtg

act
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gqqaaatgagg
gtcttectgte
gccgattgga
cttgctggeg
agctgaatca
gaccttcgat
ggttttgett

gcaatgectac

<210>7

<211> 2341

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400> 7

agcgaaagca
ccagtgcaaa
ggaacaggga
gggaagtgga
ctacetgagqg
gctttccttg
attgttcaac
ttgaatagaa
aacggtctaa
tcaatggata
gacaacatga
aacaaaaaga
agaggcaaat
tactttgttg
gteggaggga

tcacaagata

ggcaaaccat
atgctataag
caggatacac
caacaaacac
ataatgagec
aagaatccca
aaacaagagt
accaaccggce
cagccaatga
aggaagaaat
ccaagaaaat
gctacctgat
tgaagaggcg
aaacactagc
atgagaagaa

ctgaactete

ttgaatggat
taccacctte
catggacaca
agagactgga
cagtgggtac
cccagggatc
ggataaactg
tgcaactget
atcgggacgg
ggagataaca
ggtcacacaa
aagagcactg
agcgattgca
gaggagtatc
ggctaaattyg

ctttacaatt

cgatgeotte
aaagagaagg
gagtcccceca
aagkbctgtgt
agaaaattge

cttggagggc

aatgecgtett

tatttgetat

gtcaatccga
ccttatactg
gtcaacagaa
gcaccccaac
gcacaaacag
tttgaaaact
acccaaggtc
ttggccaaca
ctaatagatt
acacatttee
agaacaatag
acactgaaca
acacccggaa
tgtgagaaac
gcaaacgteg

actggagaca

36

tteocaatcoct
acatgaccaa
agggagtgga
tcaacagttt
ttctcattge
tatatgaagc
ggttcaactc

ccatactgte

ctttactttt
gagaccctcce
cacaccaata
tcaacccgat
attgtgtatt
cgtgtcttga
gccagaccta
ctatagaaat
tcctcaagga
agagaaagag
ggaagaaaaa
caatgacaaa
tgcaaatcag
ttgagcaatc
tgaggaagat

ataccaaatyg

tcaacaaatt
agaattcttt
ggaaggctce
atatgcatct
tcaggecactt
aattgaggag
cttectogea

caaaaaagta

cttgaaagta
atacagccat
ttcagaaaag
tgatggacca
ggaagecaatg
aacgatggaa
tgactggaca
cttcagatcg
tgtgatggag
aagggtgagg
acaaaggctg
agatgcagaa
aggattcgtg
tggactccca
gatgactaac

gaatgagaat

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2233

&0
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800

960
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cagaatcecta
tttecggaatg
aaaggataca
cttgcaaaca
aggcctctat
aacatgcotga
aaaaccacat
gcaccgaatc
gttggaatca
acgagctttt
ggagtgtctg
aatatgataa
aaggactaca
tcattcgagc
gatggaggac
tgggaattga
agccataagg
aagagtatgg
tccattctca
tgcaatctat
agcatggtgg
ggaaggatta
ctcagacggc

t

ggatgtttet
tcttaagcat
tgttcgaaaqg
ttgatcttaa
taatagatgg
gtacagtect
attggtggga
atgagggaat
atatgagcaa
tctaccogeta
gaattaatga
acaacgacct
gatacacata
tgaagaagct
caaatctata
tggatgaaga
aaattgaatc
aatatgatgc
atacgagtca
tcgagaaatt
aggccatggt
agaaagaaga

aaaaatagtg

<210>8

<211> 2341

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400> 8

ES2675771 T3

ggcaatgata
agctcctata
taagagcatg
atacttcaat
tacagcctca
aggagtttea
cggactecaa
acaagcagga
gaagaagtct
tggatttgta
atcggccgag
tgggccageca
cegatgccac
gtgggagcaa
caatatcecga
ttaccaggge
tgtcaacaat
cgttgcaact
aaggggaatt
cttceccecage
gtctagggee
gtttgecgag

aatttagctt

acgtacateca
atgttctcaa
aagttacgaa
gaattaacga
ttgagccetg
atcctgaate
tectetgatyg
gtggataggt
tacataaatce
gccaatttea
atgagecattg
acagctcaga
agaggggata
acccgttcaa
aacctccata
agactgtgta
gctgtagtaa
acacattcat
cttgaggatg
agttcatatc
cgaattgacg
atcatgaaga

gtcecttegtg

37

caaggaacca
acaaaatggc
cacaaatacc
aaaagaaaat
gaatgatgat
ttggacagaa
atttegetet
tttataggac
ggacagggac
gtatggaget
gtgttacagt
tggctcttca
cgcaaateca
aggcaggact
ttcctgaagt
atcctetgaa
tgccagctca
ggattcctaa
aacagatgta
ggaggccagt
cacgaatecga
tetgttecac

aaaaaatgcc

gceccagaatgyg
gagactagga
agcagaaatg
tgagaaaata
gggcatgttc
aaggtacace
catcgtaaat
ttgtaaacta
atttgaattc
gcccagtttt
gataaaaaac
gttattcatc
aacaaggaga
gttggtttca
ctgcttaaaa
teccattegte
tggcceggece
aaggaaccgt
ccagaagtgc
tggaatttcc
tttegagtet
cattgaagaa

ttgtttectac

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2341
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agcgaaageca ggtcaaatat attcaatatg

tecacagtcoo
aagaaataca
gcaatgaaat
gaacaagggce
teoteceectag
ccaaaggttt
ccegtteatt
gcagatetea
gtgggagcta
gagctocaag
gteccgcocaaga
ttgcatttga
aatgacgatg
gtatcagegg
ataaggatgg
aaaqeagcaa
agaacaagtg
ttgaaaataa
getatectga
caatcaatcg
aaggcagtcc
catcaactcc
gaacccattg
gaaatgtcac
gagagagtag
ctcttatete
tcatcatcaa
tggatcatceca
tacaataaga

tacagtggat

gcactegcga
catcaggaag
atccaatcac
agacgetetg
ctgtaacttg
acaaaacata
tcegaaaccea
gtgctaaaga
gaatattgac
attgtaagat
ccagattect
ctcaagggac
ttgaccagag
atccactgge
tggacatect
tgggtettag
gatcatcegt
gagtacatga
ggaaageaac
ctgaggcaat
gaggcgatct
tgagacattt
ataatgtcat
tgagaggagt
ttgtaagtat
ccgaagaggt
tgatgtggga
gaaactggga
tggagtttga

ttgtgagaac

gatactaaca
acaagagaag
agcggacaag
gagcaagaca
gtggaatagg
ctttgagaag
ggttaaaata
agcacaagat
atcagagtcg
tgcteceoeotta
accggtageca
ctgctgggaa
tttgatcatt
atcactgetg
taggcaaaat
gatcagttet
caagaaggaa
ggggtatgag
tagaaggetyg
cattgtagca
gaatttecgta
tcaaaaggac
ggggatgatc
aagagttagt
tgaccgttte
cagcgaaacc
aatcaacggt
gactgtgaag
accgttccaa

attattecag

gagaggataa

daaaccactg
aaccctgcte
agaataatag
aatgatgetg
aatgggcegg
gttgaaagat
egecgecgag
gtcatecatgg
caattgacaa
atggttgcat
ggcggaacaa
cagatgtaca
getgccagaa
gagatgtgtc
ccaactgagg
teetttaget
gaggaagtge
gaattcacaa
attcagttga
atggtgttct
aacagagcaa
gcaaaagtgc
ggaatattac
aaaatgggag
ttaagggttc
cagggaacag
cctgagtcag
attcaatggt
tcecttggtac

caaatgegtg

38

aagaattacg

tggacecatat
tcagaatgaa
agatgattce
gatcggacag
cgacaagtge
taaaacatgg
ttgatataaa
aggtegtttt
taacgaaaga
acatgttgga
gtagtgtgta
ctccaggecgg
acattgttag
acagcacaca
aacaagetgt
ttggaggett
ttacaggcaa
tggttgggeg
tagtaagtgg
cacaggagga
accaaagatt
tatttcagaa
ctgacatgac
tggatgaata
gagatcagcg
agaaattgac
tgettgttaa
ctcaagacce
ccaaagctgce

acgtactggqg

agatctaatg

ggecataatce
atggatgatg
tgaaaggaat
ggtgatggtg
agttcattat
aacctteggt
tectggecat
cecaaatgaa
gaagaaagaa
aagggaactg
cattgaggta
agaagtgaga
gagagcaaca
aattggtggg
ggatatatgce
cactttcaaa
ccetocaaaca
gagggcaaca
aagagaccaa
ttgcatgata
aaaccccatg
ttggggaatt
tcecageoaca
ttccagecact
ggggaacgta
aataacatat
cacectatcag
cacgatgetg
cagaggtcaa

gacatttgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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actgtccaga
cagttttctt
aattccectg
gcaggtgecat
aggggattct
gaactgagca
gtgttggtaa
aaaagaattec

t

taataaagct
ctctaactgt
tgttecaacta
taacagagga
taattttagg
atcttgegaa
tgaaacgaaa

ggatggcecat
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gctaccattt
gaatgtgaga
caataaggca
tccggatgaa
caaggaggac
gggggagaaa
acgggactet

caattagtgt

<210>9

<211> 1767

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400>9

agcaaaagca
cagecttgtt
gyttgacaca
gacacacaac
gtagtgtagc
aatggtctta
tcaacgacta
agatcatccc
tccatacecag
tgcataccea
gtgggggatt
tacctatatt
tagatctaaqg
gaatgatgca
aattgtcaag

caccaagtgt

ggagttcaat
aaaagtgatc
ataatggaaa
gggaaactot
tggatggctc
catagtggag
tgaagaactg
caaaagttct
ggaaggtect
acaataaaga
caccatccaa
tcegttggga
gtaaacgggc
ataaactttg
aaaggggact

caaactccaa

ctgtcaaaat
agatttgcat
agaacgtcecac
gegatcetaga
ctecgggaace
aagatcaate
aaacacctat
tggtcagaca
cettttttag
gaagttacaa
atgatgeggec
catcaacact
aaagtggaag
agagtaatgg
caacaattat

taggggegat

gcagcageoc
ggctcaggaa

accaaaaggc

gggacagoeccyg

aaaaggtatg
gctaatgtge
agcatactta

cgaattgttt

ggagaaaata
tggttaccat
tgttacacat
tggagtgaag
caatgtgtga
cageccaatga
tgagcagaat
tgaagcctca
aaatgtggta
taataccaac
agageagaca
aaaccagaga
gatggagttc
aaatttcatt
gaaaagtgag

aaactctagt

39

caccgaagca
tgagaatact
ttaccgtect
gagtggagtc
gaccagcatt
tgatagggca
ctgacagcca

adaaacygacc

gtgcttctte
gcaaacaact
goccocaagaca
cectetaattt
cgaattcctce
cctcoctgttac
aaaccatttt
gcaggggtga
tggcttatea
caagaagate
aggctctatc
ttggtaccaa
ttttggacaa
gctccagaaa
ttggaatatg

atgcecattce

gagcagaatg
cgtaagggge
tggaaaggac
tgcagtactg
gagcatcaat
aggtgacgtqg
gacagcgace

ttgtttctac

ttgcaatagt
cgacagagca
tactggaaaa
tagagagatt
aatgtgccgg
cecagggtatt
gagaaaattc
gctcagcatg
aaaaggacaa
ttttggtatt
azaacccaac
aaatagccac
ttttaaaacc
atgcatacaa
gtaactgcaa

acaagatcca

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2341
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ccctetcace atcggggaat geocccaaata tgtgaaatca agcagattag tcecttgotac 1020
tgggctcaga aatagccecte aaaccgagac ccgaggacta tttggageta tagcaggttt 1080
tatagaggga ggatggcagg gaatggtaga tggttggtat gggtaccace atagcaacga 1140
gecaggggagt gggtacgetg cagacaaaga atccactcaa aaggcaatag atggagtcac 1200
caataaggtc aactegatea ttgacaaaat gaacactcag tttgaggetg ttggaaggga 1260
atttaataac ttagaaagga gaatagaaaa tttaaacaaqg aagatggaag acggattecet 1320
agatgtctgg acttataatg ctgaacttct ggttctcatg gaaaatgaga gaactctaga 1380
ctttcatgac tcaaatgtca agaaccttta cgacaaggtc cgactacagc ttagggataa 1440
tgcaaaggag cttggtaacg gttgtttcga gttctatcac agatgtgata atgaatgtat 1500
ggaaagtgta agaaacggaa cgtatgacta cccgcagtat tcagaagaag caagattaaa 1560
aagagaggaa ataagtggag taaaattgga atcaatagga acttaccaaa tactgtcaat 1620
ttatteaaca gtggegaget cectageact ggecaatecatg gtggetggte tatetttatg 1680
gatgtgetece aatggategt tacaatgeag aatttgeatt taaatttgtg agttcagatt 1740
gtagttaaaa acacecettgt ttctact 1767

<210>10

<211>1398

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400> 10

40
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agcaaaagca
gtatggtaat
teagteatte
ttcttactga
ttagcggatg
tgtttgttat
tgactcaggg
ctcacagaac
ttgagtetgt
gaatttctgg

acaccatcaa

taaatggctc
agatctteaa
atcactatga
ataattggca
taggatatat
gttgtggtcc
gcaatggtgt
tttgggacece
tagcaataac
gattagattg
gcacaatttg
gttggtettg

aaacteccttg

<210>11

<211> 1767
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Nucleétido sintético

<400> 11

ggagttcaaa

tggaatagtt
aattcagaca
gaaagctgtg
ggctgtatac
aagagagccg
agccttgetg
attaatgagt
tgettggtea

tccagacaat

gagttggagg

ttgectttact
aatggaaaaa
ggagtgctce
tggctcaaat
atgcagtgga
ggtgttectct
ttggatcggg
aaatgggtgg
tgattggtca
cataagacct
gaccagtgag
gcoccagacggt

tttetact

ES2675771 T3

atgaatccaa
agcttaatgt
gggqaatcaat
gcttcagtaa
agtaaggaca
ttcatctcat
aatgacaagc
tgtcetgtgg
geaagtgett
ggggctgtgg

aacaacatac

gtaatgactg
gggaaagtgg
tgttatcctg
aggccatggg
gttttecggag
aacggggcat
agaaccaaaa
actggaacgg
ggatatagcg
tgtttetggg
agcagcatat

getgagttge

atcagaagat
tacaaattgg
gecaagetga
cattagcggg
acagtataag
gctocccactt
actccaatgg
gtgaggctece
gecatgatgg
ctgtattgaa

tgagaactca

atggaccaag
ttaaatcagt
atgceggoga
tatctttcaa
acaatccacg
atggggtaaa
gcactaattc
acagtagectt
ggagtttigt
ttgagttaat
ctttttagtgyg

cattcaccat

41

aataaccatc
gaacatgatc
accaatcage
caattcatct
gatcggttce
ggaatgcaga
gactgtcaaa
ctoccoeatat
caccagttgg
atacaatggc

agagtctgaa

tagtgggcag
cgaattggat
aatcacatgt
tcaaaatttg
ccccaatgat
agggttttca
caggagcggc
tteggtgaag
ccagcatcca
cagagggcgyg
tgtaaatagt

tgacaagtaqg

ggatecaatct
tcaatatggqg
aatactaaat
ctttgcecca
aggggggatg
actttctttt
gacagaagcc
aactecaaggt
ttgacaattg
ataataacag

tgtgecatgtg

gcatcatata
getectaatt
gtgtgcaggg
gagtatcaaa
ggaacaggta
ttcaaatacg
tttgaaatga
caagatatcg
gaactgacag
cctaaagaga
gacactgtta

tttgttcaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B40

900

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1398
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agcaaaageca
cagcettgtt
ggttgacaca
gacacacaac
tagtgtaget
atggtcttac
caacgactat
gatcatccce
tccataccag
tacataccca

gtgggggatt

cacctatatt

tagatccaaa
gaatgatgcea
aattgtcaag
cacaaagtgt
ccctetcace
tgggectcaga
tatagaggga
gcaggggagt
caataaggte
atttaataac
agatgtetgg
ctteccatgat
tgcaaaggag
ggaaagtgta
aagagaggaa
ttattcaaca
gatgtgctee

gtagttaaaa

<210> 12
<211> 1397
<212> ADN

ggggttcaat
aaaagtgatc
ataatggaaa
gggaagctct
ggatggetcce
atagtggaga
gaagaactga
aaaagttctt
ggaacgccct
acaataaaga
catcattcta

teegttggga

gtaaacgggc
atcaactteg
aaaggggact
caaactccaa
atcggggaat
aatagtectc
ggatggcagg
gggtacgcetg
aactogatea
ttagaaagga
acttataatg
tcaaatgtca
ctgggtaacg
agaaacggaa
ataagtggag
gttgegagtt
aatgggtegt

acaccettgt
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ctgtcaaaat
agatttgecat
agaacgttac
gcgatctaga
tcggaaacce
aggccaaccc
aacacctatt
ggtccgatca
cettttteag
gaagctacaa
atgatgecggce

catcaacact

aaagtggaag
agagtaatgqg
cagcaattgt
taggggcgat
gccccaaata
aaaccgagac
gaatggtaga
cagacaaaga
ttgacaaaat
gaatagagaa
ctgaacttet
agaaccttta
gttgtttcga
cgtatgacta
tasaattgga
ctetageact
tacaatgeag

ttctact

ggagaaaata
tggttaccat
tgttacacat
tggagtgaag
aatgtgtgac
agccaatgac
gagcagaata
tgaagcecctea
aaatgtggta
taataccaac
agagcagaca

aaaccagaga

gatggatttc
aaattteatt
taaaagtgaa
aaactetagt
tgtgaaatca
ccgaggacta
tggttggtat
atccactecaa
gaacacteaqg
tttaaacaaqg
ggttctcatg
cgacaaggtec
gttctatcac
cacgeagtat
atcaatagga
ggcaatecatg

aatttgeatt

42

gtgcttctte
gcaaacaact
gocccaagaca
coctetgattt
gaattcatca
ctctgttace
aaccattttg
tcaggggtga
tggecttatca
caggaagatc
aagctctate

ttggtaccaa

ttetggacaa
getecagaat
gtggaatatg
atgcecattce
aacaaattag
tttggagcta
gggtaccacc
aaggcaatag
tttgaggceg
aaaatggaag
gaaaatgaga
cgactacagc
aaatgtgata
tcagaagaag
acttaccaaa
gtggetggte

taaatttgty

ttgcaatagt
cgacagagca
tactggaaaa
taagagattg
atgtgcogga
cagggaattt
agaaaattca
gocteoageatg
aaaagaacaa
ttttgatact
aaaacccaac

aaatagctac

ttttaaaace
atgecatacaa
gtaactgcaa
acaacataca
tecettgegac
tagcagggtt
atagcaatga
atggagtcac
ttggaaggga
acggattcct
gaactctaga
ttagggataa
atgaatgtat
caagattaaa
tactgteaat
tatectttgty

agtteagatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1767
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<213> Secuencia artificial

10

<220>

<223> Nucleotido sintético

<400> 12
agcaaaagca ggagttcaaa atgaatccaa atcagaagat aataaccatt gggtcaatct 60
gtatggtaat tggaatagtt agcttaatgt tacaaattgg gaacatgatc tcaatatggg 120
tcagtcattc aattcaaaca gggaatcaac accaagctga accaatcaga aatgctaatt 180
ttettactga gaacgetgtg gettcagtaa cattageggy caatteatet ctttgecceg 240
ttagaggatg ggectgtacac agtaaagaca acagtataag gattggttec aagggggatg 300
ttttgttatt agagagccgt tcatctcatg ctcccacttg gaatgcagaa ctttettttt 360
gactcaggga geccttactga atgacaageca ctccaatggg actgtcaaag acagaagccc 420
teacagaaca ttaatgagtt gteetgtggg tgqaggetece teeccatata actceaaggatt 480
tgagtctgtt gettggtcag caagtgcttg ccatgatgge accagttggt tgacaattgg 540
aatttctggec ccagacaatg gggctgtgge tgtattgaaa tacaatggca taataacaga 600
cactatcaag agttggagga acaacatact gagaactcaa gagtctgaat gtgcatgtgt 660
aaatggctct tgctttactg taatgactga tggaccaagt aatgggocagg catcatataa 720
gatettecaaa atggaaaaad gqgaaagtggt taaatcagte gaattgaatg ctecctaatta 780
teactatgag gaatgeteet gttatectga tgetggegaa atcacatgtg tgtgeaggga B840
taattggcat ggctcgaata ggccatgggt atctttcaat cagaatttgg agtatcaaat 200
aggatatata tgcagtggag ttttcggaga caatccacge cccaatgatg gaacaggtag 960
ttgtggtcca gtgtccccta acggggcata tgggataaaa gggttttcat ttaaatacgg 1020
caatggtgtt tggatcggaa gaaccaaaag cactaattcc aggagecggcect ttgaaatgat 1080
ttgggatcca aatgggtgga ctgaaacgga cagtaacttt tcggtgaaac aagatatagt 1140
agcaataact gattggtcaq gatatagegg gagttttgte cageatecag aactgacaqq 1200
attagattgc ataagacctt gettctgggt tgagttaate agagggeggc ccaaagagag 1260
cacaatttgg actagtggga gcagcatatc tttttgtggt gtaaatagtg acactgtgag 1320
ttggtcttgg ccagacggtg ctgagttgec attcaccatt gacaagtagt ttgttcaaaa 1380
aactccttgt ttctact 1397

<210> 13

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13
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<210> 14

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 14

<210> 15

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

<210> 16

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

Asn Thr Pro Gln Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly Leu Phe Gly

1

Ala Ile

<210> 17

<211>14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 17

Asn Thr Pro Gln Thr Glu Thr Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile
5

1

<210> 18

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

1

ES2675771 T3

Arg Arg Arg Lys

1

Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg
5

Thr Glu Thr Arg

10
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18

Asn Ser Pro Gln Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly Leu Phe Gly

1 5 10 15

Ala Ile

<210> 19

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 19

Asn Ser Pro Gln Thr Glu Thr Arg Gly Leu Phe Gly Ala Ile
1 5 10

<210> 20

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 20

Asn Ser Pro Leu Arg Glu Arg Arg Arg Lys Lys Arg Gly Leu Phe Gly
1 5 10 15

Ala Ile

<210> 21

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 21

Arg Arg Lys Lys
1
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién antigénica de virus de la gripe reagrupado que comprende: segmentos génicos internos PB1,
PB2, PA, M, NP y NS de una primera cepa del virus de la gripe A del subtipo H5N1 y genes de la hemaglutinina (HA)
y de la neuraminidasa (NA) de una segunda cepa del virus de la gripe A del subtipo H5N1, siendo la primera cepa y
la segunda cepa cepas diferentes y en la que el gen de la HA esta modificado en un sitio de escision polibasico para
producir un virus atenuado.

2. Una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado, comprendiendo el virus: un polinucleétido que
codifica la proteina de superficie HA y un polinucleétido que codifica la proteina de superficie NA, cada una de HA 'y
NA derivadas de una primera cepa H5N1 de un subtipo del virus de la gripe A; un polinucleétido que codifica PB1;
un polinucledtido que codifica PA, un polinucleétido que codifica PB2, un polinucledtido que codifica M, un
polinucleétido que codifica NP, un polinucleétido que codifica NS, los polinucleétidos para PB1, PA, PB2, M, NP y
NS derivados de una segunda cepa H5N1 de un subtipo del virus de la gripe A, en donde los polinucleétidos estan
unidos operativamente para permitir el empaquetamiento de los polinucleétidos reagrupadas en un virién y en donde
dicho polinucleétido que codifica la HA estd modificado en un sitio de escision polibasico para producir un virus
atenuado.

3. El virus de la composicién antigénica de virus de la gripe reagrupado de la reivindicacion 1, dicho virus de la gripe
caracterizado por la capacidad de propagarse en cultivos de células de mamiferos, opcionalmente en donde las
células de mamifero se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-5, MRC-9, Lederle 130, higado
Chang y WI-38; U937, Vero, CV-1, IMR-90 e IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que expresa CD4,
PerC6, células BHK-21, BSC y LLC-MK2, preferentemente en donde el cultivo de células de mamifero es un cultivo
de células Vero.

4. La composicion antigénica de la reivindicacion 1 o la vacuna de la reivindicacion 2, dichos genes de la HA y de la
NA derivados de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong
Kong/213/03, Al/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, Alpavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05,
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/1653/05, MDk/1657/3X/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/MYS/5 85 8/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y Dk/VNM/S654/05,
Alpollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004, Al/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong
Kong/156/1996.

5. La composicién antigénica de la reivindicaciéon 1 o la vacuna de la reivindicacion 2, dichos genes internos
derivados de una cepa H5N1 seleccionada entre el grupo que consiste en A/Vietnam/1203/2004, A/Hong
Kong/213/03, Al/Indonesia/5/05, A/Hong Kong/156/97, Alpavo/Turquia/01/2005, A/Anhui/1/05,
A/Camboya/R0405050/2007, A/pollo/Nakorn-Patom/Tailandia/CU-K2/04, A/pollo/Vietham/C58/04,
Alcodorniz/Vietnam/36/04, MDk/JX/16S3/0S, MDk/1657/JX/05, BH ganso/QH/65/05, similar a Gs/GD/1/96,
Dk/Vietnam/568/05, Gs/GX/345/05, MDk/JX/1701/05, MDk/JX/2136/05, MDk/JX/2295/05, MDk/JX/2300/05,
Dk/GX/351/04, Dk/GX/380/04, Dk/ST/4610/03, Ck/IMYS/5858/04, Ck/Salatiga/BBVet-1/05 y DK/VNM/S654/05,
Alpollo/Vietnam/C58/05, A/pato criollo/Vietnam/453/2004, Al/pato/Singapur/3/97, A/HK/156/97 y A/Hong
Kong/156/1996.

6. La composicion antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 3 a 5, en la que los segmentos génicos
internos son de A/Vietnam/1203/2004.

7. La composicién antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 5 o la vacuna de una cualquiera de
las reivindicaciones 2, 4 0 5, en la que los genes de la HA y de la NA son de la cepa de H5N1 A/Vietnam/1203/2004
o de la cepa de H5N1 A/Indonesia/5/05.

8. La composicion antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 7 o la vacuna de una cualquiera de
las reivindicaciones 2, 4, 5 0 7, en la que la modificacién en el sitio de escision polibasico es una mutaciéon de
RERRRKKR (SEQ ID NO: 13) — TETR (SEQ ID NO: 14).

9. La composicion antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 8 que comprende adicionalmente un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7 u 8 que comprende adicionalmente un adyuvante.

11. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9 0 10, en donde la vacuna es una vacuna
inactivada.

12. La vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10 0 11 que comprende un contenido de HA
de 1 yg a 100 pg de HA por dosis.
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13. La composicién antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 3 a 9 o la vacuna de una cualquiera de
las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 en una cantidad eficaz para proteger al sujeto frente a la infeccién por
al menos una cepa de virus de la gripe H5N1, para su uso en el desencadenamiento de una respuesta inmunitaria a
al menos una cepa de virus de la gripe pandémico en un sujeto.

14. La composicién antigénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 3 a 9 o la vacuna de una cualquiera de
las reivindicaciones 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11 o0 12 para su uso en la prevencion de la infeccion de un sujeto por un virus
de la gripe.

15. La vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde la vacuna comprende un contenido de HA
de 1 pg a 100 pg de HA por dosis, opcionalmente en donde la vacuna comprende un contenido de HA de 1 yg a
30 yg de HA por dosis, opcionalmente en donde la vacuna comprende de 1 pug a 15 ug de HA por dosis u
opcionalmente en donde la vacuna comprende un contenido de HA de 10 ng a 1 pyg de unidades de HA por dosis.

16. Un método de fabricacion de una vacuna que comprende un virus de la gripe reagrupado que comprende,
segmentos génicos internos PB1, PB2, PA, M, NP y NS de una cepa H5N1 del virus de la gripe Ay los genes de la
hemaglutinina (HA) y de la neuraminidasa (NA) de una cepa H5N1 diferente del virus de la gripe A, los genes de la
HA y de la NA derivados de la misma cepa virica y el gen de la HA modificado en un sitio de escisidn polibasico para
producir un gen de la HA atenuado, comprendiendo el método transfectar el virus en células de mamifero ex vivo en
condiciones adecuadas para el crecimiento del virus reagrupado, opcionalmente en el que las células de mamifero
se seleccionan entre el grupo que consiste en células MRC-5, MRC-9, Lederle 130, higado Chang y WI-38; U937,
Vero, CV-1, IMR-90 y IMR-91, MDCK, MDBK, HEK, H9, CEM y HUT78 que expresan CD4, PerC6, BHK-21, y BSC y
LLC-MK2 u opcionalmente en el que las células de mamifero son células Vero.
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Figura 1

Secuencias génicas de nucleotidos para la cepa A/Vietnam/1203/04 modificada

RNC derivadas de A/Hong Kong/213/03 estan subrayadas

HA
AGCAAAAGCAGGGGTTCAATCTGTCAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTTTTGCAATA
GTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAG
AGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACT
GGAAAAGAAACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTT
GAGAGATTGTAGCGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCAT
CAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTG
TTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAAC
CATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCAT
TAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCCTTTTTCAGAAATGTGG
TATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATAC
CAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGA
GCAGACAAAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTA
AACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAATGGA
AGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAAC
AATTATGAAAAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATG
GGGGCGATAARACTCTAGCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATTGGGGAA
TGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAAATAGC
CCTCAAACCGAGACCCGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGA
TGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGCGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAG
TGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATT
TAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCT
AGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTA
GACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGG
GATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATG
ARTGTATGGAAAGTGTAAGARATGGAACCGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAG
CGAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATTTACCA
AATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCT
GGTCTATCCTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAA
TTTGTGAGTTCAGATTGTAGTTAAAAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 1)

NAs:
AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATGAATCCAAATCAGAAGATAATAACCATCGGATCAAT
CTGTATGGTAACTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACARATTGGGAACATGATCTCAATA
TGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACCAATCTGAACCAATCAGCAATA
CTAATTTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAAAATTAGCGGGCAATTCATCTCT
TTGCCCCATTAACGGATGGGCTGTATACAGTAAGGACAACAGTATAAGGATCGGETTC
CAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATG
CAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGAC
TGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGEGGTGAGGCTCC
CTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCATGAT
GGCACCAGTTGGTTGACGATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGT
ATTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTG
AGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTG
ACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATCACATAAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGAAAG
TGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTA
TCCTAATGCCGGAGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCARATCG
GCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGA
GTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCGGETGTCC
TCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTCTGG
ATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCA
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ANATGGGTGGACTGAAACGGACAGTAGCTTTTCAGTGAAACAAGATATCGTAGCAATA
ACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTA
GATTGCATAAGACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGC
ACAATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGG
GTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCCGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTC
AAAAAACTCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 2)

M
AGCAAAAGCAGGTAGATGTTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGT
TCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCACAGAAACTTGAAGA
TGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAG
ACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTG
CCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGARAA
TGGAGATCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAGA
AATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGC
CAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGCGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTT
TGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTCGAGCAGATTGCAGATTCACAGCATCGGTCTCACAG
ACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGC
CAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCG
GAAGCCATGGAGATCGCTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAAT
TGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAATTTGCAG
GCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTCGATCCTATTGTTGT
TGCCGCAAATATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCT
TCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTGCTACGGCAG
GGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGAT
GTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGTAAAARAACTACCTTGTTTCTACT
(SEQ ID NO: 3)

NS
AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGG
TAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACTGGGTGATG
CCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAAC
ACTCTTGGTCTGGACATCGAAACAGCTACTCGCGCAGGAAAGCAGATAGTGGAGCG
GATTCTGGAGGGGGAGTCTGATAAGGCACTTAAAATGCCGGCTTCACGCTACCTAAC
TGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAA
AGTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAACCATCAT
ATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGA
GCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGGAGAAATCTCACCATTACCTTCTCTTCCA
GGACATACTGGTGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGCGAGGACTTGAA
TGGAATGATAACACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAAC
AGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTCCAAATCAGAAACGGTAAATGGCGAGA
ACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAGACATAG
ATTGAAARATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTA
CTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAA
AAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 4)

NP
AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACCGAGTGACATCAGCATCATGGCGTCTCAA
GGCACCAAACGATCTTATGAACAGATGGAAACTGGTGGGGAACGCCAGAATGCTACT
GAGATCAGGGCATCTGTTGGAAGAATGGTTAGTGGCATTGCGGAGGTTCTACATACAG
ATGTGCACAGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATA
ACAATAGAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTGATGAAAGAAGGAACAGATACCTGGAA
GAACACCCCAGTGCGGGAAAGGACCCGAAGAAGACTGGAGGTCCAATTTATCGGAG
GAGAGACGGGAAATGGGTGAGAGAGCTAATTCTGTACGACAAAGAGGAGATCAGGA
GGATTTGGCGTCAAGCGAACAATGGAGAGGACGCAACTGCTGGTCTTACCCACCTG
ATGATATGGCATTCCAATCTAAATGATGCCACATATCAGAGAACGAGAGCTCTCGTG
CGTACTGGAATGGACCCAAGGATGTGCTCTCTGATGCAAGGGTCAACTCTCCCGAG

Figura 1 (continuacién)
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GAGATCTGGAGCTGCCGGTGCAGCAGTAAAGGGGGTAGGGACAATGGTGATGGAG
CTGATTCGGATGATAAAACGAGGGATCAACGACCGGAATTTCTGGAGAGGCGAAAAT
GGAAGAAGAACAAGGATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATCCTCARAAGGGARATTC
CAAACAGCAGCACAAAGAGCAATGATGGATCAAGTGCGAGAGAGCAGAAATCCTGG
GAATGCTGAAATTGAAGATCTCATTTTTCTGGCACGGTCTGCACTCATCCTGAGAGG
ATCAGTGGCCCATAAGTCCTGCTTGCCTGCTTGTGTGTACGGACTTGCAGTGGCCAG
TGGATATGACTTTGAGAGAGAAGGGTACTCTCTGGTTGGAATAGATCCTTTCCGCCT
GCTTCAAAACAGCCAGGTCTTTAGTCTCATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAG
AGTCAATTAGTGTGGATGGCATGCCACTCTGCAGCATTTGAGGACCTTAGAGTCTCA
AGTTTCATCAGAGGGACAAGAGTGGTCCCAAGAGGACAGCTATCCACCAGAGGGGT
TCARATTGCTTCAAATGAGAACATGGAGGCAATGGACTCCAACACTCTTGAACTGAG
AAGCAGATATTGGGCTATAAGAACCAGAAGCGGAGGAAACACCAACCAGCAGAGGE
CATCTGCAGGACAGATCAGCGTTCAGCCCACTTTCTCGGTCCAGAGAAACCTTCCCT
TCGAAAGAGCGACCATTATGGCAGCATTTACAGGAAATACTGAGGGCAGAACGTCTG
ACATGAGGACTGAAATCATAAGAATGATGGAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCAT
TCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGT
GCCTTCCTTTGACATGAATAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAG
TATGACAATTAAAGAAAAATACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 5)

PA
AGCGAAAGCAGGTACTGATCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCA
ATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAARAATC
GAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGG
ATTTTCACTTTATTGATGAACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAA
TGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGAGACCGAACGATGGCCTG
GACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTAAATTTCTCCC
AGATTTGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGGAGTGACACGGAGGGA
AGTTCATACATACTATCTGGAGAAAGCCAACAAGATAAAATCCGAGGAGACACATATT
CACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGAT
GAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGC
CAGTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGA
AGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAGACTTGCAGACCAAAGTCTCCCACC
GAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGG
CTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCC
ATTTTTGAAGACAACGCCACGCCCTCTCAGACTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCA
‘GCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCA
TGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTCGG
CTGGAAAGAGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCT
CCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAAT
CCCAAAAACAANGAACATGAAAAAAACAARGCCAGTTGAAGTGGGCACTCGGTGAGAA
CATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACA
GTATGACAGTGATGAACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTCGGATTCAGAGTGAATT
CAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGATTTGGATTGAACTCGATGAAATAGGAGA
AGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGGGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGC
CCTGTTGAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGC
AAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATGGATTCATTATAARAG
GGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTC
TCTTACTGATCCGAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGARAAGTACTGTGTCCTCGAGAT
AGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTAGGCCAAGTTTCGAGGCCCATGTTCCTGT
ATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGCGGCATGGAAATGAGGC
GATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGT
CAAAGAGAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCGATT
GGAGAGTCCCCCAAGGGAGTGGAGGAAGGCTCCATCGGAAAGGTGTGCAGAACCTT
GCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACC
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TGGGACCTTCGATCTTGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGA
TCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCACATGCACTGARA
TAGTTGTGGCAATGCTACTATTTGCTATCCATACTGTCCAAARARAAGTACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 6)

PBl
AGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGAAAG
TACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACCTTCCCTTATACTGGAGACCCTCCATACAG
CCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTC
AGAAAAGGGGAAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGA
TTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCCAGTGGGTACGCACAAACAGATTGTG
TATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACTCGT
GTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTC
GCCAGACCTATGACTGGACATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCA
ACACTATAGAARATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAATGAATCGGGACGGCTAA
TAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAGTCAATGCGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAA
CACATTTCCAGAGAARAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACAC
AAAGAACAATAGGGAAGAAAAAACAAAGGCTGAACAAARAGAGCTACCTGATAAGAG
CACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAATTGAAGAGGCGAG
CGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAG
CGAGGAGTATCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAG
AAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGAAGATGATGACTAACTCACAAGATACT
GAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAATCCTA
GGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGA
ATGTCTTAAGCATAGCTCCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTAGGAAAAGG
ATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACACAAATACCAGCAGAAATGCTT
GCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAGAAAATAAG
GCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTT
CAACATGCTGAGTACAGTCCTAGGAGTTTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTA
CACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATGATTTCGCTCTCAT
CGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGAC
TTGTAAACTAGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAARATCGGACAGGG
ACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGG
AGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCATTGGTG
TTACAGTGATAAAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGAT
GGCTCTTCAGTTATTCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGA
TACGCAAATCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGGGAGCARACCC
GTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAA
ACCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGG
CAGACTGTGTAATCCTCTGAATCCATTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTGTCAAC
AATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGGAATATGATGCCGTT
GCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAA
GGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAATCTATTCGAGAAAT
TCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCA
TGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATCCGATTTCGAGTCTGGAAGGATTAAGA
AAGAAGAGTTTGCCGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGC

AAAAATAGTGAATTTAGCTTGTCCTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO:

PB2
AGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAATATGGAGAGGATAAAAGAATTACGAGATCTAA
TGTCACAGTCCCGCACTCGCGAGATACTAACAAAAACCACTGTGGACCATATGGCCA
TAATCAAGAAATACACATCAGGAAGACAAGAGAAGAACCCTGCTCTCAGAATGAAAT
GGATGATGGCAATGAAATATCCAATCACAGCGGACAAGAGAATAATAGAGATGATTC
CTGAAAGGAATGAACAAGGGCAGACGCTCTGGAGCAAGACAAATGATGCTGGATCG
GACAGGGTGATGGTGTCTCCCCTAGCTGTAACTTCGTGGAATAGGAATGGGCCGGC
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GACAAGTGCAGTTCATTATCCAAAGGTTTACAAAACATACTTTGAGAAGCTTGARAGA
TTAAAACATGGAACCTTCGGTCCCGTTCATTTCCGAAACCAGGTTAAAATACGCCGC
CGAGTTGATATAAATCCTGGCCATGCAGATCTCAGTGCTAAAGAAGCACAAGATGTC
ATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCTAGAATATTGACATCAGAGTCG
CAATTGACAATAACGAAAGAGAAGAARGAAGAGCTCCAAGATTGTAAGATTGCTCCC
TTAATGGTTGCATACATGTTGGAAAGGGAACTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTACCG
GTAGCAGGCGGAACAAGTAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAAGGGACC
TGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAATGACGATGTTGACCA
GAGTTTGATCATTGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACAGTATCAGCGGATCC
ACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAAATTGGTGCGATAAGGATGGT
GGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCAAAGCAGC
ARTGGGTCTTAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACA
AGTGGATCATCCGTCAAGAAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCARACATTG
AAAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAATGGTTGEGGCGGAGGGCAAC
AGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGACA
CCAACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTG
CATGATAAAGGCAGTCCGAGGCGATCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGATT
AAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGACGCAAAAGTGCTATTTCAG
AATTGGGGAATTGAACCCATTGATAATGTCATGGCGATGATCGGAATATTACCTGACA
TGACTCCCAGCACAGAAATGTCACTGAGAGGACTAAGAGTTAGTAAAATGGGAGTGG
ATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTTGTAAGTATTGACCGTTTCTTAAGGGTTCG
AGATCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGARACCCAGGGAA
CAGAGAAATTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGGGAAATCAACGGTCCTGA
GTCAGTGCTTGTTAACACCTATCAGTGGATCATCAGAAACTGGGAGACTGTGAAGAT
TCAATGGTCTCAAGACCCCACGATGCTGTACAATAAGATGGAGTTTGAACCGTTCCA
ATCCTTGGTACCCAAAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTC
CAGCAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATAAAGCTGCTA
CCATTTGCAGCAGCCCCACCGAAGCAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTG
AATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCGTAAGCGGCAATTCCCCTGTGTTCAAC
TACAATAAGGCAACCAAAAGGCTTACCGTCCTTGGAAAGGACGCAGGTGCATTAACA
GAGGATCCGGATGAAGGGACAGCCGGAGTGGACTCTGCAGTACTGAGGGGATTCTT
ARTTTTAGGCAAGGAGGACARAAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAG
CAATCTTGCGAAGGGGGAGAAAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGTGACCTGGTGT
TGGTAATGAAACGAARACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCA
ARAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTTTAAAAACGACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 8)
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FIGURA 2
Secuencias génicas de la cepa Indonesia

HA
AGCAAAAGCAGGGGTTCAATCTGTCAAAATGGAGARAATAGTGCTTCTTTTTGCAATA
GTCAGTCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAG
AGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACT
GGAAAAGAAACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTT
GAGAGATTGTAGCGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATGTGTGACGAATTCAT
CAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGGCCAATCCAGTCAATGACCTCTG
TTACCCAGGGGATTTCAATGACTATGAAGAATTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAAC
CATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCCAGTCATGAAGCCTCAT
TAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAAGTCCTCCTTTTTCAGAARATGTGG
TATGGCTTATCAAAAAGAACAGTACATACCCAACAATAAAGAGGAGCTACAATAATAC
CAACCAAGAAGATCTTTTGGTACTGTGGGGGATTCACCATCCTAATGATGCGGCAGA
GCAGACAAAGCTCTATCAAARCCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTA
AACCAGAGATTGGTACCAAGAATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAAAATGGA
AGGATGGAGTTCTTCTGGACAATTTTAAAGCCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAAC
AATTATGAARAGTGAATTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATG
GGGGCGATAAACTCTAGCATGCCATTCCACAATATACACCCTCTCACCATTGGGGAA
TGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAGATTAGTCCTTGCGACTCGGGCTCAGAAATAGC
CCTCAAACCGAGACCCGAGGATTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGA
TGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATGAGCAGGGGAG
TGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGGAAGGGAATT
TAACAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGGTTCCT
AGATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTA
GACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGG
GATAATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCATAAATGTGATAATG
AATGTATGGAAAGTGTAAGAAATGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAG
CGAGACTAAAAAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAATTTACCA
AATACTGTCAATTTATTCTACAGTGGCGAGTTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTAGCT
GGTCTATCCTTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAA
TTTGTGAGTTCAGATTGTAGTTAAAAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 1)

NA
AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATGAATCCAAATCAGAAGATAATAACCATCGGATCAAT
CTGTATGGTAACTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGGAACATGATCTCAATA
TGGGTCAGTCATTCAATTCACACAGGGAATCAACACCAATCTGAACCAATCAGCAATA
CTAATTTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAAAATTAGCGGGCAATTCATCTCT
TTGCCCCATTAACGGATGGGCTGTATACAGTAAGGACAACAGTATAAGGATCGGTTC
CAAGGGGGATGTGTTTGTTATAAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATG
CAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGAC
TGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCC
CTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCATGAT
GGCACCAGTTGGTTGACGATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGT
ATTGAARATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACAACATACTG
AGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTCTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTG
ACGGACCAAGTAATGGTCAGGCATCACATAAGATCTTCAAAATGGAAAAAGGGAAAG
TGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTA
TCCTAATGCCGGAGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATCG
GCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGA
GTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCGGTGTCC
TCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTTAAATACGGCAATGGTGTCTGG
ATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCA
AATGGGTGGACTGAAACGGACAGTAGCTTTTCAGTGAAACAAGATATCGTAGCAATA
ACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGACTA
GATTGCATAAGACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTGATCAGAGGGCGGCCCAAAGAGAGC
ACAATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGG
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GTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCCGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTC
AAAADACTCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 2)

M
AGCAAAAGCAGGTAGATGTTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGARACGTACGT
TCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCACAGAAACTTGAAGA
TGTCTTTGCAGGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACAAG
ACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAAGGGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTG
CCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGAAA
TGGAGATCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAGA
AATAACATTCCATGGGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGC
CAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTT
TGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACAGCATCGGTCTCACAG
ACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGC
CAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCG
GAAGCCATGGAGATCGCTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAAT
TGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAATTTGCAG
GCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTATTGTTGT
TGCCGCAAATATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCT
TCAAATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTGCTACGGCAG
GGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGAT
GTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACT
(SEQ ID NO: 3)

NS
AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGG
TAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACTGGGTGATG
CCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAAC
ACTCTTGGTCTGGACATCGAAACAGCTACTCGCGCAGGAAAGCAGATAGTGGAGCG
GATTCTGGAGGGGGAGTCTGATAAGGCACTTAAAATGCCGGCTTCACGCTACCTAAC
TGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAA
AGTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAAAATGGACCAGGCAATAATGGATAAAACCATCAT
ATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGA
GCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGGAGARATCTCACCATTACCTTCTCTTCCA
GGACATACTGGTGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAA
TGGAATGATAACACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAAC
AGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTCCAAATCAGAAACGGTAAATGGCGAGA
ACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAGACATAG
ATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTA
CTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAA
AAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 4)

NP
AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACCGAGTGACATCAGCATCATGGCGTCTCAA
GGCACCAAACGATCTTATGAACAGATGGAAACTGGTGGGGAACGCCAGAATGCTACT
GAGATCAGGGCATCTGTTGGAAGAATGGTTAGTGGCATTGGGAGGTTCTACATACAG
ATGTGCACAGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATA
ACAATAGAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTGATGAAAGAAGGAACAGATACCTGGAA
GAACACCCCAGTGCGGGAAAGGACCCGAAGAAGACTGGAGGTCCAATTTATCGGAG
GAGAGACGGGAAATGGGTGAGAGAGCTAATTCTGTACGACAAAGAGGAGATCAGGA
GGATTTGGCGTCAAGCGAACAATGGAGAGGACGCAACTGCTGGTCTTACCCACCTG
ATGATATGGCATTCCAATCTAAATGATGCCACATATCAGAGAACGAGAGCTCTCGTG
CGTACTGGAATGGACCCAAGGATGTGCTCTCTGATGCAAGGGTCAACTCTCCCGAG
GAGATCTGGAGCTGCCGGTGCAGCAGTAAAGGGGGTAGGGACAATGGTGATGGAG
CTGATTCGGATGATAAAACGAGGGATCAACGACCGGAATTTCTGGAGAGGCGAAAAT
GGAAGAAGAACAAGGATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATCCTCAAAGGGAAATTC
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CAAACAGCAGCACAAAGAGCAATGATGGATCAAGTGCGAGAGAGCAGAAATCCTGG
GAATGCTGAAATTGAAGATCTCATTTTTCTGGCACGGTCTGCACTCATCCTGAGAGG
ATCAGTGGCCCATAAGTCCTGCTTGCCTGCTTGTGTGTACGGACTTGCAGTGGCCAG
TGGATATGACTTTGAGAGAGAAGGGTACTCTCTGGTTGGAATAGATCCTTTCCGCCT
GCTTCAAAACAGCCAGGTCTTTAGTCTCATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAG
AGTCAATTAGTGTGGATGGCATGCCACTCTGCAGCATTTGAGGACCTTAGAGTCTCA
AGTTTCATCAGAGGGACAAGAGTGGTCCCAAGAGGACAGCTATCCACCAGAGGGGT
TCAAATTGCTTCAAATGAGAACATGGAGGCAATGGACTCCAACACTCTTGAACTGAG
AAGCAGATATTGGGCTATAAGAACCAGAAGCGGAGGAAACACCAACCAGCAGAGGG
CATCTGCAGGACAGATCAGCGTTCAGCCCACTTTCTCGGTCCAGAGAAACCTTCCCT
TCGAAAGAGCGACCATTATGGCAGCATTTACAGGAAATACTGAGGGCAGAACGTCTG
ACATGAGGACTGAAATCATAAGAATGATGGAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCAT
TCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGT
GCCTTCCTTTGACATGAATAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAG
TATGACAATTAAAGAAAAATACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 5)

PA
AGCGAAAGCAGGTACTGATCCAARATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCA
ATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAAATC
GAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGG
ATTTTCACTTTATTGATGAACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAA
TGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGAGACCGAACGATGGCCTG
GACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTAAATTTCTCCC
AGATTTGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGGAGTGACACGGAGGGA
AGTTCATACATACTATCTGGAGAAAGCCAACAAGATAAAATCCGAGGAGACACATATT
CACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCARAGCGGACTACACCCTTGAT
GAAGAGAGCAGGGCAAGAATTARAACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGC
CAGTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGA
AGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAGACTTGCAGACCAAAGTCTCCCACC
GAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGG
CTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCC
ATTTTTGAAGACAACGCCACGCCCTCTCAGACTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCA
GCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCA
TGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTTTTCGG
CTGGAAAGAGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCT
CCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAAT
CCCAAAAACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTCGGTGAGAA
CATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACA
GTATGACAGTGATGAACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATT
CAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGATTTGGATTGAACTCGATGAAATAGGAGA
AGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGGGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGC
CCTGTTGAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGC
AMAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATGGATTCATTATAARAG
GGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTC
TCTTACTGATCCGAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGAT
AGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTAGGCCAAGTTTCGAGGCCCATGTTCCTGT
ATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGGGGCATGGAAATGAGGC
GATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGT
CAAAGAGAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCGATT
GGAGAGTCCCCCAAGGGAGTGGAGGAAGGCTCCATCGGAAAGGTGTGCAGAACCTT
GCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACC
TGGGACCTTCGATCTTGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGA
TCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCACATGCACTGAAA
TAGTTGTCGGCAATGCTACTATTTGCTATCCATACTGTCCAAAAAAGTACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 6)
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PB1
AGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGAAAG
TACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACCTTCCCTTATACTCGGAGACCCTCCATACAG
CCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTC
AGAAAAGGGGAAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGA
TTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCCAGTGGETACGCACAAACAGATTGTG
TATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGARAAACTCGT
GTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTC
GCCAGACCTATGACTGGACATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCA
ACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAATGAATCGGGACGGCTAA
TAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAGTCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAA
CACATTTCCAGAGAAAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACAC
ARAAGAACAATAGGGAAGAAAAAACAAAGGCTGAACAAARAGAGCTACCTGATAAGAG
CACTGACACTGAACACAATGACAARAGATGCAGAAAGAGGCAAATTGAAGAGGCGAG
CGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAG
CGAGGAGTATCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAG
AAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGAAGATGATGACTAACTCACAAGATACT
GAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAATCCTA
GGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGA
ATGTCTTAAGCATAGCTCCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTAGGAAAAGG
ATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACACAAATACCAGCAGAAATGCTT
GCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACCGAAAAAGAAAATTGAGAAAATAAG
GCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTT
CAACATGCTGAGTACAGTCCTAGGAGTTTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTA
CACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATGATTTCGCTCTCAT
CGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGAC
TTGTAAACTAGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAAATCGGACAGGG
ACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGG
AGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCATTGGTG
TTACAGTGATAAAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGAT
GGCTCTTCAGTTATTCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGA
TACGCAAATCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGGGAGCAAACCC
GTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAA
ACCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGG
CAGACTGTGTAATCCTCTGAATCCATTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTGTCAAC
AATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGGAATATGATGCCGTT
GCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAA
GGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAATCTATTCGAGAAAT
TCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCA
TGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATCGATTTCGAGTCTGGAAGGATTAAGA
AAGAAGAGTTTGCCGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGC

AAAAATAGTGAATTTAGCTTGTCCTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO:

PB2
AGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAATATGGAGAGGATAAAAGAATTACGAGATCTAA
TGTCACAGTCCCGCACTCGCGAGATACTAACAAAAACCACTGTGGACCATATGGCCA
TAATCAAGAAATACACATCAGGAAGACAAGAGAAGAACCCTGCTCTCAGAATGAAAT
GGATGATGGCAATGAAATATCCAATCACAGCGGACAAGAGAATAATAGAGATGATTC
CTGARAGGAATGAACAAGGGCAGACGCTCTGGAGCAAGACAAATGATGCTGGATCG
GACAGGGTGATGGTGTCTCCCCTAGCTGTAACTTGGTGGAATAGGAATGGGCCGGLC
GACAAGTGCAGTTCATTATCCAAAGGTTTACAAAACATACTTTGAGAAGGTTGAAAGA
TTAARAACATGGAACCTTCGGTCCCGTTCATTTCCGAAACCAGGTTAAAATACGCCGC
CGAGTTGATATAAATCCTGGCCATGCAGATCTCAGTGCTAAAGAAGCACAAGATGTC
ATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCTAGAATATTGACATCAGAGTCG
CAATTGACAATAACGAAAGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAAGATTGTAAGATTGCTCCC
TTAATGGTTGCATACATGTTGGAAAGGGAACTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTACCG
GTAGCAGGCGGAACAAGTAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAAGGGACC
TGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAATGACGATGTTGACCA
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GAGTTTGATCATTGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACAGTATCAGCGGATCC
ACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAAATTGGTGGGATAAGGATGGT
GGACATCCTTAGGCAABRATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCARAGCAGC
AATGGGTCTTAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACA
AGTGGATCATCCGTCAAGAAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCARACATTG
ARAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAATGGTTGGGCGGAGGGCAAC
AGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGAGA
CCAACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTG
CATGATAAAGGCAGTCCGAGGCGATCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGATT
AAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGCGACGCAAAAGTGCTATTTCAG
ARTTGGGGAATTGAACCCATTGATAATGTCATGGGGATGATCGGAATATTACCTGACA
TGACTCCCAGCACAGAAATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTAAAATGGGAGTGG
ATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTTGTAAGTATTGACCCTTTCTTAAGGGTTCG
AGATCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACCCAGGGAA
CAGAGAAATTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGGGAAATCAACGGTCCTGA
GTCAGTGCTTGTTAACACCTATCAGTGGATCATCAGAAACTGGGAGACTGTGAAGAT
TCAATGGTCTCAAGACCCCACGATGCTGTACAATAAGATGGAGTTTGAACCGTTCCA
ATCCTTGGTACCCAAAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTC
CAGCAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATAAAGCTGCTA
CCATTTGCAGCAGCCCCACCGAAGCAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTG
AATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCGTAAGGGGCAATTCCCCTGTGTTCAAC
TACAATAAGGCAACCAAAAGGCTTACCGTCCTTGCGAAAGGACGCAGGTGCATTAACA
GAGGATCCGGATGAAGGGACAGCCGGAGTGGAGTCTGCAGTACTGAGGGGATTCTT
AATTTTAGGCAAGGAGGACAARAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAG
CAATCTTGCGAAGGGGGAGARAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGTGACGTGGTGT
TGGTAATGAAACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCA
AAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTTTAAAAACGACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 8)
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FIGURA 3
Secuencias génicas de la cepa atenuada A/Pavo/Turquia/1/05

HA
AGCAAAAGCAGGGGTTCAATCTGTCAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATA
GTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCGACAG
AGCAGGTTGACACAATAATGGAAAAGAACGTCACTGTTACACATGCCCAAGACATACT
GGAAAAGACACACAACGGGAAACTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTAATTTT
AGAGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGGAACCCAATGTGTGACGAATTCCT
CAATGTGCCGGAATGGTCTTACATAGTGGAGAAGATCAATCCAGCCAATGACCTCTG
TTACCCAGGGTATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAAC
CATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGGTCAGACATGAAGCCTCAG
CAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAAGGTCCTCCTTTTTTAGAAATGTGG
TATGGCTTATCAAAAAGGACAATGCATACCCAACAATAAAGAGAAGTTACAATAATAC
CAACCAAGAAGATCTTTTGGTATTGTGGGGGATTCACCATCCAAATGATGCGGCAGA
GCAGACAAGGCTCTATCAAAACCCAACTACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTA
ANCCAGAGATTGGTACCAAAAATAGCCACTAGATCTAAGGTAAACGGGCAAAGTGGA
AGGATGGAGTTCTTTTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATAAACTTTGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAAAATGCATACAAAATTGTCAAGAAAGGGGACTCAAC
AATTATGAAAAGTGAGTTGGAATATGGTAACTGCAACACCAAGTGTCAAACTCCAATA
GGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATCCACCCTCTCACCATCGGGGAA
TGCCCCAAATATGTGAAATCAAGCAGATTAGTCCTTGCTACTGGGCTCAGAAATAGC
CCTCAAACCGAGACCCGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGTTTTATAGAGGGAGGA
TGGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAACGAGCAGGGGAG
TGGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAA
GGTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCTGTTGGAAGGGAATT
TAATAACTTAGAAAGGAGAATAGAAAATTTAAACAAGAAGATGGAAGACGGATTCCT
AGATGTCTGCGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATGAGAGAACTCTA
GACTTTCATGACTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGG
GATAATGCAAAGGAGCTTGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAGATGTGATAATG
AATGTATGGAAAGTGTAAGAANACGGAACGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAG
CAAGATTAAARAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAAAATTGGAATCAATAGGAACTTACCA
AATACTGTCAATTTATTCAACAGTGGCGAGCTCCCTAGCACTGGCAATCATGGTGGCT
GGTCTATCTITTATGGATGTGCTCCAATGGATCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAA
TTTGTGAGTTCAGATTGTAGTTAAAAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 9)
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NA
AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATCAATCCAAATCAGAAGATAATAACCATCGGATCAAT
CTGTATGGTAATTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGCGAACATGATCTCAATA
TGCGTCAGTCATTCAATTCAGACAGGGAATCAATGCCAAGCTGAACCAATCAGCAATA
CTAAATTTCTTACTGAGAAAGCTGTGGCTTCAGTAACATTAGCGGGCAATTCATCTCT
TTGCCCCATTAGCGGATGGGCTGTATACAGTAAGGACAACAGTATAAGGATCGGTTC
CAGGGGGCATCGTGTTTGTTATAAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATG
CAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTGCTGAATGACAAGCACTCCAATGGGAC
TGTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTGAGGCTCC
CTCCCCATATAACTCAAGGTTTGAGTCTIGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCATGAT
GGCACCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGTCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGT
ATTGAAATACAATGGCATAATAACAGACACCATCAAGAGTTGGAGGAACRACATACTG
AGAACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTG
ATGGACCAAGTAGTGGGCAGGCATCATATAAGATCTTCAAAATGGAAARAGGGAANG
TGGTTAAATCAGTCGAATTGGATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAGTGCTCCTGTTA
TCCTGATGCCGGCGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCAAATAG
GCCATGGGTATCTTTCAATCAAAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGA
GTTTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGETCCGGTGTTC
TCTAACGGGGCATATGGGGTAAAAGGGTTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGG
ATCGGGAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATCGATTTGGGACCCA
AATGGCTGGACTGGAACGGACAGTAGCTTTTCGGTCGAAGCAAGATATCGTAGCAATA
ACTGATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGATTA
GATTGCATAAGACCTTGTTTCTGGGTTGAGTTAATCAGAGGGCGGCCTAAAGAGAGC
ACAATTTGGACCAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTCGTAAATAGTGACACTGTTA
GTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGACTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTIC
AAAAAACTCCTTGITTCTACT (SEQ ID NO: 10)

M
AGCAAAAGCAGGTAGATGTTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGT
TCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCACAGAAACTTGAAGA
TGTCTTTGCAGGAAAGAACACCCGATCTCGAGGCTCTCATGCGAGTGCCTARAAGACRAG
ACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAAGGGATTTTGGCATTTGTATTCACGCTCACCGTG
CCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGARA
TGGAGATCCAAATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGAAGCTGAAAAGAGA
AATAACATTCCATGGGGCTAAGCAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGC
CAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGGAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTT
TGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACAGCATCGGTCTCACAG
ACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGTGCTGGC
CAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCGGGATCAAGTGAGCAGGCAGCG
GAAGCCATGGAGATCGCTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAAT
TGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAATTTGCAG
GCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCCGATTCAAGTGATCCTATTGTTGET
TGCCGCAAATATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGGATTCTTGATCGTCTTTTCT
TCAARATGCATTTATCCGTCGCCTTAAATACGGTTITGAAAAGAGGGCCTGCTACGGCAG
GGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGAT
GTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACT
(SEQ ID NO: 3)
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NS
AGCAAANGCACGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGG
TAGACTGCTTTCTTTGECATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACTGGGTGATG
CCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAAL
ACTCTTGGTCTGGACATCGAAACAGCTACTCGCGCAGGAAAGCAGATAGCTGGAGCG
GATTCTGGAGGGGGAGTCTGATAAGGCACTTAAALATGCCGGCTTCACGCTACCTAAC
TGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAA
AGTGGCAGGTTCCCTTTGCATCARARTGGACCAGGCAATAATGGATARAACCATCAT
ATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGGTTGGAARACCCTAATACTACTTAGA
GCTTTCACAGAAGAAGGAGCAATCGTGGCGAGAAATCTCACCATTACCTTCTCTTCCA
GGACATACTGGTGAGGATGTCAAAAATGCAATTCGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAA
TGCGAATGATAARCACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAALC
AGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTCCAAATCAGAAACGGTAAATGGCGAGA
ACAATTGAGTCAGAAGTT TGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAGACATAG
ATTGAAARATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTA
CTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAGCCTTCTCGTTTCAGCTTATTTAATGATAAA
ARACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 4)

NP
AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACCGAGTGACATCAGCATCATGGCGTCTCAA
GGCACCAAACGATCTTATGAACAGATGGAAACTGCTGGGGAACGCCAGAATGCTACT
GAGATCAGGGCATCTGTTGGAAGAATGGTTAGTGGCATTGGCGAGGTTCTACATACAG
ATGTGCACAGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATA
ACAATAGAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTGATGAAAGAAGGAACAGATACCTGGAA
GAACACCCCAGTGCGGGAAAGGACCCGAAGAAGACTGGAGGTCCAATTTATCGGAG
GAGAGACGGGAAATGGGTGAGAGAGCTAATTCTCGTACGACAAAGAGGAGATCAGGA
GGATTTGGCGTCAAGCGAACAATGGAGAGGACGCAACTGCTGGTCTTACCCACCTG
ATGATATGGCATTCCAATCTAAATGATGCCACATATCAGAGAACGAGAGCTCTCGTG
CGTACTGGAATGGACCCAAGGATGTGCTCTCTGATGCAAGCGGTCAACTCTCCCGAG
GAGATCTGGAGCTGCCGGTGCAGCAGTAAAGGGGGTAGGGACAATGCGTGATGGAG
CTGATTCGGATGATAAAACGAGGGATCAACGACCGGAATTTCTGGAGAGGCGAAAAT
GGAAGAAGAACAAGGATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATCCTCAAAGGGARATTC
CAAACAGCAGCACAAAGAGCAATGATGGATCAAGTGCGAGAGAGCAGAAATCCTGG
GAATGCTGAAATTGAAGATCTCATTTTTCTGGCACGGTCTGCACTCATCCTGAGAGG
ATCAGTGGCCCATAAGTCCTGCTTGCCTGCTTCTGTGTACCGGACTTGCAGTGGCCAG
TGGATATGACTTTGAGAGAGAAGGGTACTCTCTGGTTGGAATAGATCCTTTCCGCCT
GCTTCAAAACAGCCAGGTCTTTAGTCTCATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAG
AGTCAATTAGTGTGGATGGCATGCCACTCTGCAGCATTTGAGGACCTTAGAGTCTCA
AGTTTCATCAGAGGGACAAGAGTGGTCCCAAGAGGACAGCTATCCACCAGAGGGGT
TCAAATTGCTTCAAATGAGAACATGGAGGCAATGGACTCCAACACTCTTGAACTGAG
AAGCAGATATTGGGCTATAAGAACCAGAAGCGCAGGAAACACCAACCAGCAGAGGG
CATCTGCAGGACAGATCAGCGTTCAGCCCACTTTCTCGGTCCAGAGAAACCTTCCCT
TCGAAAGAGCGACCATTATGGCAGCATTTACAGGAAATACTGAGGGCAGAACGTCTG
ACATGAGGACTGAAATCATAAGAATGATGGAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCAT
TCCAGGGGCGGGCGAGTCTTCCGAGCTCTCGGACGANAAGGCAACGAACCCGATCGT
GCCTTCCTTTGACATGAATAATGAAGGATCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAG
TATGACAATTAAAGAAAAATACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 5)
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PAa
AGCGAAAGCAGGTACTGATCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCA
ATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAAATC
GAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGG
ATTTTCACTTTATTGATGAACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAA
TGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGAGACCGAACGATGGCCTG
GACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTARATTTCTCCC
AGATTTGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGGAGTGACACGGAGGGA
AGTTCATACATACTATCTGGAGAAAGCCAACAAGATAAAATCCGAGGAGACACATATT
CACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGAT
GAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAAAACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGC
CAGTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGA
AGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAGACTTGCAGACCAAAGTCTCCCACC
GAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGG
CTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCC
ATTTTTGAAGACAACGCCACGCCCTCTCAGACTACCTGATGGGCCTCCTTGCTCTCA
GCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCA
TGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCARATGCATGAAGACATTTTTCGG
CTGGAAAGAGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCT
CCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAAT
CCCAAAARCAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTCGGTGAGAA
CATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCCGATCTAAGACA
GTATGACAGTGATGAACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATT
CAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGATTTGGATTGAACTCGATGAAATAGGAGA
AGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGCGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGGGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGC
CCTGTTGAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGC
AAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATGGATTCATTATAARAG
GGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTC
TCTTACTGATCCGAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGAAAAGTACTGTGTCCTCGAGAT
AGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTAGGCCAAGTTTCCGAGGCCCATGTTCCTGT
ATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAARATGAAATGGGGCATGGAAATGAGGC
GATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACARATTCGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGT
CAAAGAGAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAARAACAAATCAGAARACATGGCCGATT
GGAGAGTCCCCCAAGGGAGTGGAGGAAGGCTCCATCGGAAAGGTGTGCAGAACCTT
GCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACC
TGEGACCTTCGATCTTGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGTGCCTGATTAACGA
TCCCTGGGTTTITGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCACATGCACTGARA
TAGTTGTGGCAATGCTACTATTTGCTATCCATACTGTCCAAAAAAGTACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: §)
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PB1
ACGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGAAAG
TACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACCTTCCCTTATACTGGAGACCCTCCATACAG
CCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTC
AGARMMADAGGGGAAGTGGACAACAAACACAGAGACTGCGAGCACCCCAACTCAACCCGA
TTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCCAGTGGGTACGCACAAACAGATTGTG
TATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACTCGT
GTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAARACTGACCCAAGGTC
GCCAGACCTATGACTGGACATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCA
ACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAATGAATCGGGACGGCTAA
TAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAGTCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAA
CACATTTCCAGAGAAAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACAC
AAAGAACAATAGGGAAGAAAAAACAAAGGCTGAACAAARRGAGCTACCTGATAAGAG
CACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGARAGAGGCARATTGAAGAGGCGAG
CGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCCTGTACTTTGTTGAAACACTAG
CGAGGAGTATCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAG
ARAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGAAGATGATCGACTAACTCACAAGATACT
GAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAATCCTA
GGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGA
ATGTCTTAAGCATAGCTCCTATAATGTTCTCAAACAARATGGCGAGACTAGGARAAAGG
ATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACACAAATACCAGCAGAAATGCTT
GCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAARGAAAATTGAGAAAATAAG
GCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTT
CAACATGCTGAGTACAGTCCTAGGAGTTTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTA
CACCARAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATGATTTCGCTCTCAT
CGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGCGAGTGGATAGGTTTTATAGGAC
TTGTAAACTAGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAARATCGGACAGGG
ACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGG
AGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCATTGGTG
TTACAGTGATARAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGAT
GGCTCTTCAGTTATTCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGA
TACGCAAATCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGGGAGCAAACCC
GTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAA
ACCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGG
CAGACTGTGTAATCCTCTGAATCCATTCGTCAGCCATAAGGAARATTGAATCTGTCAAC
ARTGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGGAATATGATGCCGTT
GCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAA
GGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAATCTATTCGAGAAAT
TCTTCCCCAGCAGTTCATATCGCGAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCA
TGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATCCGATTTCGAGTCTGGAAGGATTAAGA
AAGAAGAGTTTGCCGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGC

ADBAATAGTGAATTTAGCTTIGTCCTTCGTCARAARATGCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO:
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EP 2 376 628 B1

PB2
AGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAATATGGAGAGGATARAAGAATTACGAGATCTAA
TGTCACAGTCCCGCACTCGCGAGATACTAACAARAACCACTGTGGACCATATGGCCA
TAATCAAGAAATACACATCAGGAAGACAAGAGAAGAACCCTGCTCTCAGAATGAAAT
GGATGATGGCAATGAAATATCCAATCACAGCGGACARGAGAATAATAGAGATGATTC
CTGAAAGGAATGAACAAGGGCAGACGCTCTGGAGCAAGACAAATGATGCTGGATCG
GACAGGGTGATGETGTCTCCCCTAGCTGTAACTTGGTGGAATAGGAATGGGCCGGT
GACAAGTGCAGTTCATTATCCAAAGGTTTACAAAACATACTTTGAGAAGGTTGAAAGA
TTAARACATGGAACCTTCGGTCCCGTTCATTTCCGARACCAGGTTAAAATACGCCGC
CGAGTTGATATAAATCCTGGCCATGCAGATCTCAGTGCTARAGARGCACAAGATGTC
ATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGGGAGCTAGAATATTGACATCAGAGTCG
CARTTGACAATAACGAAAGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAAGATTGTAAGATTGCTCCC
TTAATGGTTGCATACATGTTGGAAAGGGAACTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTACCG
GTAGCAGGCGGAACAAGTAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAAGGGACC
TGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAATGACGATGTTGACCA
GAGTTTGATCATTGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACAGTATCAGCGGATCC
ACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAAATTCGTGGGATAAGGATGGT
GGACATCCTTAGGCAARATCCAACTGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCARAGCAGC
AATGGGTCTTAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGECTTCACTTTCARAAGAACA
AGTGGATCATCCGTCAAGAAGGAAGAGGAAGTCCTTACAGEGCAACCTCCARACATTG
ARAATARGAGTACATGAGGCGTATGAGGAATTCACAATGETTGEGCGGAGGGCAAC
AGCTATCCTGAGGARAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGACA
CCAACARTCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTG
CATGATAAAGGCAGTCCGAGECCATCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCAAAGATT
AAACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGACGCARAAGTGCTATTTCAG
AATTGGGGAATTGAACCCATTGATARTGTCATGEGGATGATCGGAATATTACCTGACA
TGACTCCCAGCACAGARATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTARAATGGGAGTGE
ATGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTTGTAAGTATTGACCGTTTCTTAAGECTTCG
AGATCAGCGGGEGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACCCAGGGAR
CAGAGARATTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGGGARATCAACGGTCCTGA
GTCAGTGCTTGTTAACACCTATCAGTGGATCATCAGARACTGGGAGACTGTGAAGAT
TCARTGGTCTCAAGACCCCACGATGCTGTACAATAAGATGGAGTTTGAACCGTTCCA
ATCCTTGGTACCCARAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGGATTTGTGAGAACATTATTC
CAGCAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATARAGCTGCTA
CCATTTGCAGCAGCCCCACCGAAGCAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTG
AATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCGTAAGGEGCAAT TCCCCTGTGTTCAAC
TACAATAAGGCAACCAAAAGGCTTACCGTCCTTGGARAGGACGCAGGTGCATTAACA
GAGGATCCGGATGAAGGGACAGCCGGAGTGGAGTCTGCAGTACTGAGGGGATTCTT
AATTTTAGGCAAGGAGGACARAAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAG
CAATCTTGCGAAGGGGGAGAAAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGTGACGTGGTGT
TGGTAATGAAACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCA
ARAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTTTARAAACGACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 8)

Figure 3 (cont’d)
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FIGURA 4
Secuencias génicas de la cepa atenuada A/AnHui/1/05

HA
AGCAAAAGCAGGGGTTCAATCTGTCAAAATGGAGAAAATAGTGCTTCTTCTTGCAATA
GTCAGCCTTGTTAAAAGTGATCAGATTTGCATTGGTTACCATGCAAACAACTCCGACAG
AGCAGGTTGACACAATAATGCAAAAGAACGTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACT
GGAAAAGACACACAACGGGAAGCTCTGCGATCTAGATGGAGTGAAGCCTCTGATTTT
ARGAGATTGTAGTGTAGCTGGATGGCTCCTCGGAAACCCAATCTGTGACGAATTCAT
CAATGTGCCGCAATGGTCTTACATAGTCGAGAAGGCCAACCCAGCCAATGACCTCTG
TTACCCAGGGAATTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAAC
CATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCAAAAGTTCTTGCGTCCGATCATGAAGCCTCAT
CAGGGGTGAGCTCAGCATGTCCATACCAGGGAACGCCCTCCTTTTTCAGAAATGTGG
TATGGCTTATCAAAAAGAACAATACATACCCAACAATAAAGAGAAGCTACAATAATAC
CAACCAGGAAGATCTTTTGATACTCTGGGGCGATTCATCATTCTAATGATGCGGCAGA
GCAGACARAGCTCTATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTA
AACCAGAGATTGGTACCAAAARATAGCTACTAGATCCAAAGTAAACGGGCAMAGTGGA
AGGATGGATTTCTTCTGGACAATTTTAAAACCGAATGATGCAATCAACTTCGAGAGTA
ATGGAAATTTCATTGCTCCAGAATATGCATACAAAATTGTCAAGAAACGGGACTCAGC
AATTGTTAAAAGTGAAGTGGAATATGGTAACTGCAACACAAAGTGTCAAACTCCAATA
GGGGCGATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAACATACACCCTCTCACCATCGGGGAA
TGCCCCAAATATGTGAAATCAAACAAATTAGTCCTTGCGACTGGGCTCAGAARATAGTC
CTCAAACCGAGACCCGAGGACTATTTGGAGCTATAGCAGGGTTTATAGAGGGAGGAT
GGCAGGGAATGGTAGATGGTTGGTATGGGTACCACCATAGCAATCGAGCAGGGCGAGT
GGGTACGCTGCAGACAAAGAATCCACTCAAAAGGCAATAGATGGAGTCACCAATAAG
GTCAACTCGATCATTGACAAAATGAACACTCAGTTTGAGGCCGTTGCGAAGGGAATTT
AATAACTTAGAAAGGAGAATAGAGAATTTARACAAGAAAATGGAAGACGGATTCCTAG
ATGTCTGGACTTATAATGCTGAACTTCTGGTTCTCATGGAAAATCGAGAGAACTCTAGA
CTTCCATGATTCAAATGTCAAGAACCTTTACGACAAGGTCCGACTACAGCTTAGGGAT
AATGCAAAGGAGCTGGGTAACGGTTGTTTCGAGTTCTATCACAAATGTGATAATGAAT
GTATGGAAAGTGTAAGAAACGGAACCGTATGACTACCCGCAGTATTCAGAAGAAGCAL
GATTAAARAGAGAGGAAATAAGTGGAGTAARATTGGAATCAATAGGAACTTACCAAAT
ACTGTCAATTTATTCAACAGTTGCGAGTTCTCTAGCACTCGGCAATCATGGTGGCTGGT
CTATCTTITGTGGATGTGCTCCAATGGGTCGTTACAATGCAGAATTTGCATTTAAATTT
GTGAGTTCAGATTCTAGTTAAAAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 11)
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NAa
AGCAARAAGCAGGAGTTCAAAATGAATCCARAATCAGAAGATAATAACCATTGGGTCAAT
CTGTATGGTAATTGGAATAGTTAGCTTAATGTTACAAATTGGCGAACATGATCTCAATAT
GGGTCAGTCATTCAATTCAAACAGGGAATCAACACCAAGCTGAACCAATCAGAAATG
CTAATTTTCTTACTGAGAACGCTGTGGCTTCAGTAACATTAGCGGGCAATTCATCTCT
TTCGCCCCETTAGAGCGATGGGCTGTACACAGTAAAGACAACAGTATAAGGATTGGTTC
CAAGGGGCGATGTTTTGTTATTAGAGAGCCGTTCATCTCATGCTCCCACTTGGAATG
CAGAACTTTCTTTTTGACTCAGGGAGCCTTACTGAATGACAAGCACTCCAATGGGACT
GTCAAAGACAGAAGCCCTCACAGAACATTAATGAGTTGTCCTGTGGGTCGAGGCTCCC
TCCCCATATAACTCAAGGTITGACGTCTGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGCCATGATG
GCACCAGTTGGTTGACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCTGTGGCTGTAT
TGAAATACAATGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGGAACARACATACTGAG
AACTCAAGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTAATGACTGAT
GGACCAAGTAATGGGCAGGCATCATATAAGATCTTCAAAATGGAAARAGCCGAAAGTG
GTTAAATCAGTCGAATTGAATGCTCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATC
CTGATGCTGGCGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAATTGGCATGGCTCGAATAGGC
CATGGGTATCTTTCAATCAGAATTTGGAGTATCAAATAGGATATATATGCAGTGGAGT
TTTCGGAGACAATCCACGCCCCAATGATGGAACAGGTAGTTGTGGTCCAGTGTCCCC
TAACGGGGCATATGGCATAAARAGGGTTTTCATTTAAATACCGGCAATGGTGTTTGGATC
GGAAGAACCAAAAGCACTAATTCCAGGAGCGGCTTTGAAATGATTTGGGATCCAAAT
GGGTGGACTGAAACGGACAGTAACTTTTCGGTGAAACAAGATATAGTAGCAATAACT
GATTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTCCAGCATCCAGAACTGACAGGATTAGAT
TGCATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAGTTAATCAGACGGGCGGCCCAAAGAGAGCACA
ATTTGGACTAGTGGGAGCAGCATATCTTTTTGTGGTGTAAATAGTGACACTGTGAGTT
GGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA
AAACTCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 12)

M
AGCAAAAGCAGGTAGATGTTGAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGT
TCTCTCTATCATCCCGTCAGGCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCACAGAAACTTGAAGA
TGTCTTTGCAGCGAAAGAACACCGATCTCGAGGCTCTCATGGAGTGGCTAAAGACRAG
ACCAATCCTGTCACCTCTGACTAAAGGCGATTTTGGGATTTGTATTCACGCTCACCGTG
CCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAGAATGCCCTAAATGGARA
TGGAGATCCAARATAATATGGATAGGGCAGTTAAGCTATATAAGARGCTGAAAAGAGA
AATAACATTCCATGCGGCTAAGGAGGTCGCACTCAGCTACTCAACCGGTGCACTTGC
CAGTTGCATGGGTCTCATATACAACAGGATGGCAACGGTGACTACGGAAGTGGCTTT
TGGCCTAGTGTGTGCCACTTGTGAGCAGATTGCAGATTCACAGCATCGGTCTCACAG
ACAGATGGCAACTATCACCAACCCACTAATCAGACATGAGAACAGAATGGETGCTGGC
CAGCACTACAGCTAAGGCTATGGAGCAGATGGCCGCGATCAAGTGAGCAGGCAGCG
GAAGCCATGGAGATCGCTAATCAGGCTAGGCAGATGGTGCAGGCAATGAGGACAAT
TGGGACTCATCCTAACTCTAGTGCTGGTCTGAGAGATAATCTTCTTGAAAATTTGCAG
GCCTACCAGAAACGAATGGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTATTGTTGT
TGCCGCAAATATCATTGGGATCTTGCACTTGATATTGTGCATTCTTGATCGTCTTTTCT
TCAARATGCATTTATCGTCGCCTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTGCTACGGCAG
GGGTACCTGAGTCTATGAGGGAAGAGTACCGGCAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGAT
GTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAGAATTGGAGTAAAAAACTACCTTGTTTCTACT
(SEQ ID NO: 3)

Figura 4 (continuacién)
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NS
AGCAAAAGCAGGGTGACAAAAACATAATGGATTCCAACACTGTGTCAAGCTTTCAGG
TAGACTGCTTTCTTTGGCATGTCCGCAAACGATTTGCAGACCAAGAACTGGGTGATG
CCCCATTCCTTGACCGGCTTCGCCGAGATCAGAAGTCCCTAAGAGGAAGAGGCAAC
ACTCTTGGTCTGGACATCGAAACAGCTACTCGCGCAGGAAAGCAGATAGTGGAGCG
GATTCTGGAGGGGGAGTCTGATAAGGCACTTAARATGCCGGCTTCACGCTACCTAAC
TGACATGACTCTCGAAGAAATGTCAAGGGACTGGTTCATGCTCATGCCCAAGCAGAA
AGTGGCAGGTTCCCTTTGCATCAARAATGGACCAGGCAATAATGGATAAMAACCATCAT
ATTGAAAGCAAACTTCAGTGTGATTTTTGACCGGTTGGAAACCCTAATACTACTTAGA
GCTTTCACAGAAGAAGGEAGCAATCGTGGCGAGAAATCTCACCATTACCTTCTCTTCCA
GGACATACTGGTGAGGATGTCAARAATGCAATTGGCGTCCTCATCGGAGGACTTGAA
TGGAATGATAACACAGTTCGAGTCACTGAAACTATACAGAGATTCGCTTGGAGAAAC
AGTGATGAGGATGGGAGACTTCCACTCCCTCCARATCAGAAACGGTAAATGGCGAGA
ACAATTGAGTCAGAAGTTTGAAGAAATAAGGTGGCTGATTGAAGAAGTAAGACATAG
ATTGAAAATTACAGAAAACAGCTTCGAACAGATAACGTTTATGCAAGCCTTACAACTA
CTGCTTGAAGTGGAGCAAGAGATAAGAGCCTTCTCETTTCAGCTTATTTAATGATAAA
AAACACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 4)

NP
AGCAAAAGCAGGGTAGATAATCACTCACCGAGTGACATCAGCATCATGGCGTCTCAA
GGCACCAAACGATCTTATGAACAGATGGAAACTGGTGGGGAACGCCAGAATGCTACT
GAGATCAGGGCATCTGTTGGAAGAATGGTTAGTGGCATTGGGAGGTTCTACATACAG
ATGTGCACAGAACTCAAACTCAGTGACTATGAAGGGAGGCTGATCCAGAACAGCATA
ACAATAGAGAGAATGGTACTCTCTGCATTTGATGAAAGAAGGAACAGATACCTGGAA
GAACACCCCAGTGCGGGAAAGGACCCGAAGAAGACTGGAGCGTCCAATTTATCGCAG
GAGAGACGGGAAATGGGTGAGAGAGCTAATTCTCGTACGACAAAGAGGAGATCAGGA
GGATTTGGCGTCAAGCGAACAATGGAGAGCGACGCAACTGCTGGTCTTACCCACCTG
ATGATATGGCATTCCAATCTAAATGATGCCACATATCAGAGAACGAGAGCTCTCGTG
CGTACTGGAATGGACCCAAGGATGTGCTCTCTGATGCAAGGGTCAACTCTCCCGAG
GAGATCTGGAGCTGCCGGTGCAGCAGTAAAGGGGGTAGGGACAATGGTCGATGGAG
CTGATTCGGATGATAAAACGAGGGATCAACGACCGGAATTTCTGGAGAGGCGAAAAT
GGAAGAAGAACAAGGATTGCATATGAGAGAATGTGCAACATCCTCAAAGGGAAATTC
CAAACAGCAGCACAAAGAGCAATGATGGATCAAGTGCGAGAGAGCAGARATCCTGEG
GAATGCTGAAATTGAAGATCTCATTTTTCTGGCACGGTCTGCACTCATCCTGAGACG
ATCAGTGGCCCATAAGTCCTGCTTGCCTGCTTGTCGTGTACGGACTTGCAGTGGCCAG
TGGATATGRCTTTGAGAGAGAAGGGTACTCICTGCTTGGAATAGATCCTTTCCGCCT
GCTTCAAAACAGCCAGGTCTTTAGTCTCATTAGACCAAATGAGAATCCAGCACATAAG
AGTCAATTAGTGTGGATGGCATGCCACTCTGCAGCATTTGAGGACCTTAGAGTCTCA
AGTTTCATCAGAGGGACAAGAGTGGTCCCAAGAGGACAGCTATCCACCAGAGGGGT
TCAAATTGCTTCAAATGAGAACATGCGAGGCAATGGACTCCAACACTCTTGAACTGAG
ARGCAGATATTGGGCTATAAGAACCAGAAGCGGAGGAANACACCAACCAGCAGAGGG
CATCTGCAGGACAGATCAGCGTTCAGCCCACTTTCTCGETCCAGAGAAACCTTCCCT
TCGAAAGAGCGACCATTATGGCAGCATTTACAGGAAATACTGAGGGCAGAACGTCTG
ACATGAGGACTGAAATCATAAGAATGATGGAAAGTGCCAGACCAGAAGATGTGTCAT
TCCAGGGGCGGGGAGTCTTCCGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGT
GCCTTCCTTTGACATGAATAATGAAGGATCTITATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAG
TATGACAATTAAAGAAAAATACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO: 5)

Figura 4 (continuacién)
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PA
AGCGAAAGCAGGTACTGATCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCA
ATGATTGTCGAGCTTGCGGAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAAATC
GAAACGAACAAGTTTGCTGCAATATGCACACACTTGGAGGTCTGTTTCATGTATTCGG
ATTTTCACTTTATTGATGAACGGAGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGAGATCCGAA
TGCATTATTGAAACACCGATTTGAAATAATTGAAGGAAGAGACCGAACGATGGCCTG
GACTGTGGTGAATAGTATCTGCAACACCACAGGAGTTGAGAAACCTAAATTTCTCCC
AGATTTGTATGACTACAAAGAGAACCGATTCATCGAAATTGCGAGTGACACGGAGGGA
AGTTCATACATACTATCTGGAGAAAGCCAACAAGATAAAATCCGAGGAGACACATATT
CACATATTCTCATTCACAGGGGAGGAAATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGAT
GAAGAGAGCAGGGCAAGAATTAARACCAGGCTGTTCACCATAAGGCAGGAAATGGC
CAGTAGGGGTCTATGGGATTCCTTTCGTCAATCCGAGAGAGGCGAAGAGACAATTGA
AGAAAAATTTGAAATCACTGGAACCATGCGCAGACTTGCAGACCAAAGTCTCCCACC
GAACTTCTCCAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTGGATGGATTCGAACCGAACGG
CTGCATTGAGGGCAAGCTTTCTCAAATGTCAAAAGAAGTGAATGCTAGAATTGAGCC
ATTTTTGAAGACAACGCCACGCCCTCTCAGACTACCTGATGGGECCTCCTTGCTCTCA
GCGGTCGAAGTTCTTGCTGATGGATGCCCTTAAATTAAGCATCGAAGACCCGAGTCA
TGAGGGGGAGGGGATACCACTATACGATGCAATCARATGCATGAAGACATTTTTCGG
CTGGAAAGAGCCCAACATCGTGAAACCACATGAAAAAGGTATAAACCCCAATTACCT
CCTGGCTTGGAAGCAAGTGCTGGCAGAACTCCAAGATATTGAAAATGAGGAGAAAAT
CCCAAARACAAAGAACATGAAAAAAACAAGCCAGTTGAAGTGGGCACTCGGTGAGAA
CATGGCACCAGAGAAAGTAGACTTTGAGGACTGCAAAGATGTTAGCGATCTAAGACA
GTATGACAGTGATGAACCAGAGTCTAGATCACTAGCAAGCTGGATTCAGAGTGAATT
CAACAAGGCATGTGAATTGACAGATTCGATTTGGATTGAACTCGATGAAATAGGAGA
AGACGTAGCTCCAATTGAGCACATTGCAAGTATGAGAAGGAACTATTTTACAGCGGA
AGTATCCCATTGCAGGGCCACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAACACAGC
CCTGTTGAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAACTGATTCCAATGATAAGC
AAATGCAGAACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACTAATCTGTATGGATTCATTATAAAAG
GGAGATCCCACTTGAGGAATGATACCGATGTGGTAAATTTTGTGAGTATGGAATTCTC
TCTTACTGATCCGAGGCTGGAGCCACACAAGTGGGAARAGTACTGTGTCCTCGAGAT
AGGAGACATGCTCCTCCGGACTGCAGTAGGCCAAGTTTCGAGGCCCATGTTCCTGT
ATGTAAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAAATGAAATGGGGCATGCAAATGAGGC
GATGCCTTCTTCAATCCCTTCAACAAATTGAAAGCATGATTGAAGCCGAGTCTTCTGT
CAAAGAGAAGGACATGACCAAAGAATTCTTTGAAAACAAATCAGAAACATGGCCGATT
GGAGAGTCCCCCAAGGGAGTGGAGGAAGGCTCCATCGGAAAGGTGTGCAGAACCTT
GCTGGCGAAGTCTGTGTTCAACAGTTTATATGCATCTCCACAACTCGAGGGGTTTTC
AGCTGAATCAAGAAAATTGCTTCTCATTGCTCAGGCACTTAGGGACAACCTGGAACC
TGGGACCTTCGATCTTGGAGGGCTATATGAAGCAATTGAGGAGCTGCCTGATTAACGA
TCCCTGGGTTTTGCTTAATGCGTCTTGGTTCAACTCCTTCCTCGCACATGCACTGARAA
TAGTTGTGGCAATGCTACTATTTGCTATCCATACTGTCCAAAAAAGTACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 6)

Figura 4 (continuacién)
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PBL
AGCGAAAGCAGGCAAACCATTTGAATGGATGTCAATCCGACTTTACTTTTCTTGARAAG
TACCAGTGCAAAATGCTATAAGTACCACCTTCCCTTATACTGGAGACCCTCCATACAG
CCATGGAACAGGGACAGGATACACCATGGACACAGTCAACAGAACACACCAATATTC
AGAAAAGGGGAAGTGGACAACAAACACAGAGACTGGAGCACCCCAACTCAACCCGA
TTGATGGACCACTACCTGAGGATAATGAGCCCAGTGGGTACGCACAARACAGATTGTG
TATTGGAAGCAATGGCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGGATCTTTGAAAACTCGT
GTCTTGAAACGATGGAAATTGTTCAACAAACAAGAGTGGATAAACTGACCCAAGGTC
GCCAGACCTATGACTGGACATTGAATAGAAACCAACCGGCTGCAACTGCTTTGGCCA
ACACTATAGAAATCTTCAGATCGAACGGTCTAACAGCCAATGAATCGGGACGGCTAA
TAGATTTCCTCAAGGATGTGATGGAGTCAATGGATAAGGAAGAAATGGAGATAACAA
CACATTTCCAGAGAAAGAGAAGGGTGAGGGACAACATGACCAAGAAAATGGTCACAC
AAAGAACAATAGGGAAGAAARAAACAAAGGCTGAACAAAAAGAGCTACCTGATAAGAG
CACTGACACTGAACACAATGACAAAAGATGCAGAAAGAGGCAAATTGAAGAGGCGAG
CGATTGCAACACCCGGAATGCAAATCAGAGGATTCGTGTACTTTGTTGAAACACTAG
CGAGGAGTATCTGTGAGAAACTTGAGCAATCTGGACTCCCAGTCGGAGGGAATGAG
AAGAAGGCTAAATTGGCAAACGTCGTGAGGAAGATGATGACTAACTCACAAGATACT
GAACTCTCCTTTACAATTACTGGAGACAATACCAAATGGAATGAGAATCAGAATCCTA
GGATGTTTCTGGCAATGATAACGTACATCACAAGGAACCAGCCAGAATGGTTTCGGA
ATGTCTTAAGCATAGCTCCTATAATGTTCTCAAACAAAATGGCGAGACTAGGARAAGG
ATACATGTTCGAAAGTAAGAGCATGAAGTTACGAACACAAATACCAGCAGAAATGCTT
GCAAACATTGATCTTAAATACTTCAATGAATTAACGAAAAAGAAAATTGAGAAAATAAG
GCCTCTATTAATAGATGGTACAGCCTCATTGAGCCCTGGAATGATGATGGGCATGTT
CAACATGCTGAGTACAGTCCTAGGAGTTTCAATCCTGAATCTTGGACAGAAAAGGTA
CACCAAAACCACATATTGGTGGGACGGACTCCAATCCTCTGATGATTTCGCTCTCAT
CGTAAATGCACCGAATCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGATAGGTTTTATAGGAC
TTGTAAACTAGTTGGAATCAATATGAGCAAGAAGAAGTCTTACATAARATCGGACAGGG
ACATTTGAATTCACGAGCTTTTTCTACCGCTATGGATTTGTAGCCAATTTCAGTATGG
AGCTGCCCAGTTTTGGAGTGTCTGGAATTAATGAATCGGCCGACATGAGCATTGGTG
TTACAGTGATAAAAAACAATATGATAAACAACGACCTTGGGCCAGCAACAGCTCAGAT
GGCTCTTCAGTTATTCATCAAGGACTACAGATACACATACCGATGCCACAGAGGGGA
TACGCAAATCCAAACAAGGAGATCATTCGAGCTGAAGAAGCTGTGGGAGCAAACCC
GTTCAAAGGCAGGACTGTTGGTTTCAGATGGAGGACCAAATCTATACAATATCCGAA
ACCTCCATATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAATTGATGGATGAAGATTACCAGGG
CAGACTGTGTAATCCTCTGAATCCATTCGTCAGCCATAAGGAAATTGAATCTGTCAAC
AATGCTGTAGTAATGCCAGCTCATGGCCCGGCCAAGAGTATGGAATATGATGCCGTT
GCAACTACACATTCATGGATTCCTAAAAGGAACCGTTCCATTCTCAATACGAGTCAAA
GGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCAATCTATTCGAGAAAT
TCTTCCCCAGCAGTTCATATCGGAGGCCAGTTGGAATTTCCAGCATGGTGGAGGCCA
TGGTGTCTAGGGCCCGAATTGACGCACGAATCGATTTCCGAGTCTGGAAGGATTAAGA
AAGAAGAGTTTGCCGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATTGAAGAACTCAGACGGC

ABRAAATAGTGAATTTAGCTTGTCCTTCGTGAAAAAATGCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO:

Figura 4 (continuacién)
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PB2
AGCGAAAGCAGGTCAAATATATTCAATATCGCAGAGGATAAAAGAATTACCGAGATCTAA
TGTCACAGTCCCGCACTCGCGAGATACTAACAAAAACCACTGTGGACCATATGGCCA
TAATCAAGAAATACACATCAGGAAGACAAGAGAAGAACCCTGCTCTCAGAATGAAAT
GGATGATGGCAATGAAATATCCAATCACAGCGCGACAAGAGAATAATAGAGATGATTC
CTGAAAGGAATGAACAAGGGCAGACGCTCTGGAGCAAGACAAATGATGCTGGATCG
GACAGGGTCATGGTGTCTCCCCTAGCTGTAACTTGGTGGAATAGGAATGGGCCGGL
GACAAGTGCAGTTCATTATCCAAAGGTTTACAAAACATACTTTGAGAAGCTTGAAAGA
TTAAAACATGGAACCTTCCGTCCCGTTCATTTCCGAAACCAGGTTAAAATACGCCGC
CGAGTTCATATARATCCTGGCCATGCAGATCTCAGTGCTAAAGAAGCACAAGATGTC
ATCATGGAGGTCGTTTTCCCAAATGAAGTGCGAGCTAGAATATTGACATCAGAGTCG
CAATTGACAATAACGAAAGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAAGATTGTAAGATTGCTCCC
TTAATGGTTGCATACATGTTGCGAAAGGGAACTGGTCCGCAAGACCAGATTCCTACCG
GTAGCAGGCGGAACAAGTAGTGTGTACATTGAGGTATTGCATTTGACTCAAGGGACC
TGCTGGGAACAGATGTACACTCCAGGCGGAGAAGTGAGAAATGACGATGTTGACCA
GAGTTTGATCATTGCTGCCAGAAACATTGTTAGGAGAGCAACAGTATCAGCGGATCC
ACTGGCATCACTGCTGGAGATGTGTCACAGCACACAAATTGGTCGGGATAAGGATGGT
GGACATCCTTAGGCAAAATCCAACTCGAGGAACAAGCTGTGGATATATGCAAAGCAGC
AATGGGTCTTAGGATCAGTTCTTCCTTTAGCTTTGGAGGCTTCACTTTCAAAAGAACA
AGTGGATCATCCGTCAAGAAGGAAGAGGAAGTGCTTACAGGCAACCTCCAAACATTG
AAAATAAGAGTACATGAGGGGTATGAGGAATTCACAATGGTTGGGCGGAGGGCAAC
AGCTATCCTGAGGAAAGCAACTAGAAGGCTGATTCAGTTGATAGTAAGTGGAAGAGA
CCAACAATCAATCGCTGAGGCAATCATTGTAGCAATGGTGTTCTCACAGGAGGATTG
CATGATAAAGGCAGTCCGAGGCGATCTGAATTTCGTAAACAGAGCAAACCARAAGATT
ADACCCCATGCATCAACTCCTGAGACATTTTCAAAAGGACGCAAAAGTGCTATTITCAG
AATTGGGGAATTGAACCCATTGATAATGTCATGGCGGATGATCGGAATATTACCTGACA
TGACTCCCAGCACAGAAATGTCACTGAGAGGAGTAAGAGTTAGTAAAATGGGAGTGG
ATCGAATATTCCAGCACTGAGAGAGTAGTTGTAAGTATTGACCGTTTCTTAAGGGTTCG
AGATCAGCGGGGGAACGTACTCTTATCTCCCGAAGAGGTCAGCGAAACCCAGGGAA
CAGAGAAATTGACAATAACATATTCATCATCAATGATGTGCGGAAATCAACGGTCCTGA
GTCAGTGCTTGTTAACACCTATCAGTGGATCATCAGAAACTGGGAGACTGTGAAGAT
TCAATGGTCTCAAGACCCCACGATGCTGTACAATAAGATGGAGTTTGAACCGTTCCA
ATCCTTGGTACCCAAAGCTGCCAGAGGTCAATACAGTGCGATTTGTGAGAACATTATTC
CAGCAAATGCGTGACGTACTGGGGACATTTGATACTGTCCAGATAATAARGCTGCTA
CCATTTGCAGCAGCCCCACCGAAGCAGAGCAGAATGCAGTTTTCTTCTCTAACTGTG
AATGTGAGAGGCTCAGGAATGAGAATACTCGTAAGGGGCAATTCCCCTGTGTTCAAC
TACAATAAGGCAACCAAANAGGCTTACCGTCCTTGCGAAAGGACGCAGGTGCATTAACA
GAGGATCCGGATGAAGGGACAGCCGCGAGTGGAGTCTGCAGTACTCGAGGGGATTCTT
AATTTTAGGCAAGGAGGACAAAAGGTATGGACCAGCATTGAGCATCAATGAACTGAG
CAATCTTGCGAAGGGGGAGAAAGCTAATGTGCTGATAGGGCAAGGTGACGTGGTGT
TGGTAATGAAACGAARAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAGCGACCA
AAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTTTAAAAACGACCTTGTTTCTA
CT (SEQ ID NO: 8)

Figura 4 (continuacidn)
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