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DESCRIPCION

Construcciones del virus de la enfermedad de Marek recombinantes no patdgenas que codifican antigenos del virus
de la laringotraqueitis infecciosa y del virus de la enfermedad de Newcastle

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a construcciones novedosas recombinantes multivalentes del virus de la enfermedad
de Marek no patogenas que codifican y expresan antigenos de la proteina del virus de la laringotraqueitis infecciosa y
del virus de la enfermedad de Newcastle, y su uso en vacunas de aves de corral.

Antecedentes de la invencion

Los virus patégenos de las aves de corral no solo debilitan a los pollos, sino que también son costosos para los
criadores de pollos porque la mayoria de las enfermedades resultantes son contagiosas y la industria avicola depende
en gran medida de las instalaciones de cria confinadas a gran escala. La vacunacién de pollos jovenes es a menudo
el unico medio viable para combatir estos virus. Aunque las vacunas virales de aves de corral atenuadas o inactivadas
siguen siendo importantes en el mercado, en los Ultimos afos se han gastado recursos significativos en el desarrollo
de vacunas que contienen construcciones virales recombinantes que expresan antigenos de proteinas virales
patégenas. Ademas, se han realizado esfuerzos sustanciales para construir vectores del virus de la enfermedad de
Marek no patégenos recombinantes (rMDnp) multivalentes estables y eficaces que expresan genes extrafios de
multiples patdgenos virales. Dichas vacunas multivalentes servirian para minimizar el numero de inyecciones
administradas a los pollitos y, reducirian, de ese modo las molestias y el estrés en el pollito vacunado, asi como reducir
significativamente los costos de mano de obra y materiales. La vacunacion con dichas construcciones multivalentes
Unicas también seria preferente a las vacunas multivalentes rMDVn, alternativas que contienen mudltiples
construcciones recombinantes monovalentes rMDVnp, ya que estas vacunas alternativas, al menos hasta la fecha, han
dado como resultado la proteccion contra solo un Unico patégeno viral. El fracaso de dichas vacunas alternativas es
presumiblemente debido a una de las construcciones monovalentes rMDVnp multiplicando las otras construcciones
rMDVrp monovalentes, evitando de este modo que estas otras construcciones rMDVnp monovalentes induzcan una
respuesta inmune significativa. En cualquier caso, a pesar de los esfuerzos sustanciales que se realizaron en el pasado
para construir vectores rMDVrp recombinantes multivalentes estables y eficaces que expresan genes extrafios de
multiples patégenos virales hasta ahora, dichos esfuerzos han resultado insatisfactorios.

Una enfermedad del virus de las aves de corral que se puede controlar mediante la vacunacion es la enfermedad de
Marek. La enfermedad de Marek es una enfermedad patégena que afecta negativamente a los pollos en todo el mundo.

La enfermedad de Marek se produce predominantemente en pollos jévenes entre los 2 y 5 meses de edad. Los signos
clinicos incluyen: paralisis progresiva de una o mas de las extremidades, falta de coordinacion debido a la paralisis de
las patas, caida de la extremidad debido a la participacion del ala y una posicién de la cabeza mas baja debido a la
participaciéon de los musculos del cuello. En casos agudos, puede resultar la depresion severa. También se puede
desarrollar atrofia bursal y timica.

El agente etiologico para la enfermedad de Marek es el virus de la enfermedad de Marek serotipo 1 (MDV1), un virus
asociado a las células que tiene un genoma de ADN de doble soporte. MDV1 es un herpesvirus alfa aviar linfotrépico
que: (i) infecta a los linfocitos B, que pueden resultar en la citolisis, y (ii) infecta a los linfocitos T latentes, que pueden
inducir linfoma de linfocitos T. Relacionado estrechamente con la cepa virulenta de MDV1, el virus de la enfermedad
de Marek serotipo 2 (MDV2), anteriormente conocido como virus de herpes de Gallid 3, es una cepa de MDV atenuada
de forma natural que ha demostrado tener poca o ninguna patogenicidad en pollos [Petherbridge et al., J Métodos
virolégicos 158: 11-17 (2009)]. SB-1 es una cepa especifica de MDV2 que ha demostrado ser util en vacunas contra
MDV1 [véase, por ejemplo, Murthy y Calnek, Infeccién e inmunidad 26 (2) 547-553 (1979)].

Otro herpesvirus alfa estrechamente relacionado, el virus de la enfermedad de Marek serotipo 3 (MDV3), mas
ampliamente conocido como herpesvirus de los pavos (HVT), es un virus no patégeno de los pavos domésticos [véase,
por ejemplo, Kingham et al., J. of General Virology 82: 1123- 1135 (2001)]. Dos cepas de HVT comunmente usadas
son la cepa PB1 y la cepa FC126. Considerando que, HVT también es no patégeno en pollos, induce una respuesta
inmune protectora de larga duracion en pollos contra MDV1. En consecuencia, el HVT se ha usado en vacunas de
aves de corral contra el MDV1 virulento durante muchos afios, generalmente en combinacién con SB-1, que es mas
virémico que el HVT, pero se considera menos seguro. Como alternativa, cuando las aves son desafiadas con cepas
de MDV1 particularmente virulentas, el HVT se puede combinar con la vacuna de Rispen. La vacuna de Rispen es un
aislado que se origind a partir de una cepa de MDV1 levemente virulenta que posteriormente se debilité ain mas por
el pasaje celular. La cepa de Rispen, sin embargo, conserva cierta virulencia hacia lineas de pollos altamente
susceptibles.

La secuencia del genoma completo de HVT ha sido divulgada [Afonso et al., J. Virology 75 (2): 971-978 (2001)], y
como la mayoria de los herpesvirus alfa, HVT posee un nimero significativo de sitios potenciales de inserciéon no
esenciales [véase por ejemplo, el documento US 5.187.087; el documento US 5.830.745; el documento US 5.834.305;
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el documento US 5.853.733; el documento US 5.928.648; el documento US 5.961.982; el documento US 6.121.043;
el documento US 6.299.882 B1]. También se ha demostrado que el HVT es susceptible de modificacién genética y,
por lo tanto, se ha usado como un vector recombinante durante muchos afos [documento WO 87/04463]. En
consecuencia, se ha informado que los vectores HVT recombinantes expresan genes extrafios que codifican antigenos
de, por ejemplo, el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), [Sondermeijer et al., Vaccine, 11: 349-358 (1993);
Reddy et al., Vaccine, 14: 469-477 (1996)], el virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV), [Darteil et al.,
Virology, 211: 481-490 (1995); Tsukamoto et al, J. of Virology 76 (11): 5637-5645 (2002)], y el virus de la
laringotraqueitis infecciosa (ILTV) [Johnson et al., Avian Disease, 54(4): 1251-1259 (2010); documento WO 92/03554;
documento US 6.875.856]. También se conoce la secuencia genémica completa de MDV2 [véase, GenBank acc. n.°:
AB049735.1, y Petherbridge et al., supra)]. La organizacién gendémica del MDV2 es muy similar a la de HVT, con la
region US en particular, siendo idéntica a la de HVT [véase, Kingham et al., supra].

Ademas, se ha construido un virus quimérico recombinante, conocido como el novedoso herpesvirus aviar (NAHV),
en el que las regiones especificas del genoma de HVT se reemplazaron por las regiones correspondientes del genoma
de MDV1. EI NAHV también se ha usado para expresar genes extrafios que codifican antigenos de otros virus de aves
de corral [documento US 5.965,138; documento US 6.913.751].

Al igual que el MDV, el virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) es un herpesvirus alfa que afecta negativamente
a los pollos en todo el mundo [Fuchs et al., Veterinary Research 38: 261-279 (2007)]. ILTV causa enfermedad
respiratoria aguda en pollos, que se caracteriza por depresion respiratoria, jadeo y expectoracion de exudado con
sangre. La replicacion viral se limita a las células del tracto respiratorio, donde en la traquea la infeccion da lugar a la
erosion y hemorragia del tejido.

La enfermedad de Newcastle es otra enfermedad altamente contagiosa y debilitante de los pollos. El agente etiol6gico
para la enfermedad de Newcastle es el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). NDV pertenece a la orden de los
Mononegavirales y esta en la familia de Paramyxoviridae. Los virus de la enfermedad de Newcastle tienen un genoma
de ARN monocatenario de sentido negativo no segmentado.

NDV se ha agrupado en tres patotipos distintos de acuerdo con su virulencia. La infeccion de las aves de corral por
las cepas lentdgenas no patégenas de NDV es esencialmente asintomatica. En contraste directo, las cepas NDV
mesogénicas (patdbgenas medias) y velogénicas (altamente patégenas) causan enfermedades exhaustivas que
pueden ser fatales. La mayoria de los tipos de NDV infectan el sistema respiratorio y/o el sistema nervioso, y pueden
provocar jadeo y torticolis.

El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV), también llamado virus de la enfermedad de Gumboro, es el
agente causante de la enfermedad infecciosa de la bolsa. El IBDV causa una infeccion viral aguda y altamente
contagiosa del tejido linfoide de un pollo, cuyo objetivo principal es el érgano inmunolégico esencial del ave: la bolsa
de Fabricio. La tasa de morbilidad en aves susceptibles es alta, con una rapida pérdida de peso y tasas de mortalidad
de moderadas a altas. Los pollitos que se recuperan de la enfermedad pueden tener deficiencias inmunes debido a la
destruccioén de (o partes de) la bolsa de Fabricio. Esto los hace particularmente vulnerables a infecciones secundarias.

BDV es un miembro de la familia Birnaviridae. Los virus en esta familia tienen un genoma que consiste en dos
segmentos (A y B) de ARN bicatenario. Existen dos serotipos de IBDV, el serotipo 1 y 2, que pueden diferenciarse
mediante pruebas de neutralizacion de virus (NV). Se ha demostrado que los virus del serotipo 1 son patégenos para
los pollos, mientras que los virus del serotipo 2 solo causan enfermedades subagudas en los pavos. Histéricamente,
los virus IBDV del serotipo 1 consistian en un solo tipo que ahora se conoce como virus IBD "clasico". Mas
recientemente, han surgido las llamadas cepas de IBDV "variante". Las cepas clasicas y variantes de IBDV se pueden
identificar y distinguir mediante una prueba de neutralizacion de virus usando un estudio de panel de anticuerpos
monoclonales, o por RT-PCR [Wu et al., Avian Diseases, 51: 515-526 (2007)]. Las cepas IBDV clasicas bien conocidas
incluyen, D78, Faragher 52/70 y STC, mientras que 89/03 es una cepa variante bien conocida. Muchas vacunas IBDV
vivas o inactivadas estan disponibles en el mercado, por ejemplo, una vacuna viva como NOBILISR Gumboro D78
(MSD Animal Health).

Como se ha indicado anteriormente, debido a que el HVT puede actuar como un antigeno que proporciona una
proteccion significativa contra la enfermedad de Marek y como un vector recombinante, actualmente se usa como un
vector de plataforma para vacunas multivalentes tales como Innovax®-ILT (comercializada por Merck Animal Health),
que protege contra ILTV; e Innovax®-ND-SB (comercializada por Merck Animal Health) y Vectormune® HVT-NDV
(comercializada por Ceva), que protegen contra el NDV. Sin embargo, notablemente, hasta ahora, ninguna vacuna
multivalente que comprende un HVT recombinante que codifica antigenos de mas de un patégeno ha demostrado ser
estable y eficaz, incluso aunque dichas vacunas se habian sugerido hace mas de quince arios [véase, por ejemplo, el
documento US 5.965.138]. De hecho, Innovax®-ILT contiene el inico HVT recombinante que comprende dos genes
extrafios, es decir, ILTV gD e ILTV gl, que ha demostrado ser seguro, eficaz y estable. Sin embargo, estos dos genes
extrafios son del mismo patégeno y, ademas, se superponen de forma natural y deben expresarse conjuntamente con
el fin de permitir una inmunizacién adecuada contra ILTV.

Los documentos US 5.965.138 y US 5.853.733 son miembros de la misma familia de patentes y describen
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construcciones de vectores de MDV no patégenos que comprenden una o mas inserciones heterélogas, que incluyen
NDV-F e ILTV gl/gD. Las inserciones heterélogas también se insertan en diferentes regiones gendémicas. Sin embargo,
ninguna de estas patentes de EE. UU. poporciona datos sobre la estabilidad genética, ni demuestra una reducciéon
real a la practica como una vacuna eficaz. Ademas, muchas de las construcciones de vectores mencionadas nunca
se hicieron realmente. Mas importante alin, aunque estas patentes tienen una fecha de prioridad que es anterior a la
presente invencion por casi 20 afios, hasta ahora, nadie pudo colocar genes de mas de un patégeno extrafio en el
mismo vector de MDV y producir con éxito una construccién estable que proporcione proteccion contra mas de uno
de esos patdgenos extrafios.

El documento WO00/61736 describe esencialmente el mismo tema que el documento US 5.965.138 y el documento
US 5.853.733, y también tiene las mismas desventajas de no poder proporcionar una divulgaciéon habilitadora para
vacunas seguras, estables y eficaces.

El documento US 6.033.670 describe el uso de ILTV como un vector recombinante para inserciones de genes
heterologos, pero no divulga los resultados sobre la estabilidad, la expresién y su uso en una vacuna eficaz. Ademas,
ILTV es un virus de aves de corral completamente diferente al MDV.

En consecuencia, a pesar de las claras ventajas de las construcciones estables, multivalentes y recombinantes de
MDVnp que pueden expresar eficazmente antigenos extrafios de dos o mas patégenos diferentes y los esfuerzos
sustanciales para disefiarlos, hasta ahora, no se han recibido. Por lo tanto, existe una clara necesidad de superar el
fallo colectivo de la industria, mediante la construccion de vectores de MDVnp novedosos, estables y recombinantes
que se pueden usar en vacunas multivalentes como el Ginico activo para proteger contra dos 0 mas patdgenos de virus
de aves de corral no MDV1 diferentes.

La cita de cualquier referencia en el presente documento no debe interpretarse como una admisién de que dicha
referencia esta disponible como "técnica anterior” para la presente solicitud.

Sumario de la invencion

En consecuencia, la presente invencion proporciona un herpesvirus recombinante multivalente estable y eficaz de
pavos (rHVT) para su uso como un vector para expresar la proteina gD y gl del virus de la laringotraqueitis infecciosa
(ILTV), asi como la proteina de fusion del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F), tal como se define en las
reivindicaciones.

El rHVT comprende un primer acido nucleico insertado en un primer sitio no esencial en el genoma de rHVT y un
segundo acido nucleico insertado en un segundo sitio no esencial en el genoma de rHVT. El primer acido nucleico
comprende una secuencia de nucleotidos que codifica ILTV gD y una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina

gl.

El segundo acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F de NDV. En
realizaciones especificas de este tipo, el primer acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO: 16 y el segundo acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 15.

En determinadas realizaciones, el primer sitio no esencial del rMDVnp es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial del
rMDVnp es el sitio UL7/8. En el contexto de la invencion, el IMDVnp es un rHVT.

En otros aspectos de la divulgacion, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVnp, son los
mismos. En realizaciones especificas de este tipo, el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico se construyen
realmente como parte de la misma molécula de ADN, que se inserta en un sitio no esencial del rMDVnp. Dicha molécula
de ADN puede ser un casete de expresion que codifica una proteina gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa
(ILTV), una proteina gl del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) y una proteina F del virus de la enfermedad
de Newcastle (NDV). En realizaciones particulares de este tipo, la molécula de ADN comprende la secuencia de
nucleétidos de la SEQ ID NO: 17. En el contexto de la invencién, el rMDVnp s un rHVT.

En consecuencia, en realizaciones particulares, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVnp
son el sitio US2. En otras realizaciones, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVrp son el
sitio UL54.5. En el contexto de la invencion, el rMDVnp es un rHVT.

Las secuencias de nucleotidos que codifican la proteina gD de ILTV, la proteina gl de ILTV y la proteina F de NDV
pueden estar operativamente bajo el control de promotores exdgenos, es decir, promotores que no se encuentran de
forma natural en el MDVrp. En determinadas realizaciones, estas tres secuencias de nucleétidos estan operativamente
bajo el control de diferentes promotores, es decir, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina gD de ILTV esta
operativamente bajo el control de un primer promotor, la secuencia de nucleotidos que codifica la proteina gl de ILTV
esta operativamente bajo el control de un segundo promotor y la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F
de NDV esta operativamente bajo el control de un tercer promotor, siendo diferentes el primer promotor, el segundo
promotor y el tercer promotor. En realizaciones particulares, el promotor de la secuencia de nucleétidos que codifica
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la proteina gD de ILTV es el promotor ILVL gD enddgeno. En determinadas realizaciones, el promotor de la secuencia
de nucleétidos que codifica la proteina gl de ILTV es el promotor ILTV gl endogeno. En realizaciones particulares de
este tipo, el promotor de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina gD de ILTV es el promotor ILTV gD
enddgeno y el promotor para la secuencia de nucleotidos que codifica la proteina gl de ILTV es el promotor ILTV gl
endogeno.

En determinados aspectos de la divulgacion, al menos uno de los promotores unido operativamente a una secuencia
de nucleétidos que codifica la proteina gD de ILTV, la proteina gl de ILTV o la proteina F de NDV es el promotor
temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV IE). En realizaciones particulares de este tipo, el promotor de
la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F de NDV es el promotor hCMV IE. En aspectos especificos de la
divulgacion, al menos uno de los promotores unido operativamente a una secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina gD de ILTV, la proteina gl de ILTV o la proteina F de NDV es el promotor gpX del virus de la pseudorabia
(PRV). En aspectos relacionados de la divulgacion, al menos uno de los promotores unido operativamente a una
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina gD de ILTV, la proteina gl de ILTV o la proteina F de NDV es el
promotor del gen de beta-actina de pollo. En realizaciones especificas, el promotor de la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina F de NDV es el promotor hCMV |E, el promotor de la secuencia de nucleé6tidos que codifica la
proteina gD de ILTV es el promotor ILTV gl endégeno y el promotor de la secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina gl de ILTV es el promotor ILTV gl endégeno.

En determinados aspectos de la divulgacion, un rMDVrp de la presente invencion que incluye inserciones de
secuencias de nucleotidos que codifican la proteina gD de ILTV, la proteina gl de ILTV, y la proteina F de NDV también
incluye una o mas secuencias terminadoras de la transcripcion exégenas. En aspectos especificos de este tipo, una
secuencia terminadora de la transcripcion esta corriente abajo de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
F de NDV. En aspectos particulares de la divulgacion, las secuencias de nucleétidos que codifican la proteina gD de
ILTV y la proteina gl de ILTV comparten una secuencia terminadora de la transcripcién y la secuencia de nucleétidos
que codifica la proteina F de NDV tiene otra.

En aspectos particulares de la divulgacion, al menos una de las secuencias terminadoras de la transcripcion
comprende una secuencia de poliadenilacion sintética. En aspectos relacionados, al menos una de las secuencias
terminadoras de la transcripcién comprende una secuencia de poliadenilacién de la timidina quinasa del virus de
herpes simplex (TK de HSV). En el contexto de la invencion, el rIMDVnp es un rHVT.

También se describe un acido nucleico recombinante que comprende en la direccion 5' a 3' en el siguiente orden (i)
un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), (ii) una secuencia de codificacién para la proteina
gD de ILTV, (iii) un promotor ILTV gl, (iv) una secuencia de codificacion para la proteina gl de ILTV, (v) un promotor
temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE), (vi) una secuencia de codificacion para la proteina F de
NDV, y (vii) una secuencia terminadora de la transcripciéon. En un ejemplo particular, el acido nucleico recombinante
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 17.

También se describe un rMDVnp en el que un acido nucleico recombinante de la presente invencion se ha insertado
en un sitio de insercion no esencial del rIMDVnp. En determinados aspectos de este tipo, el rIMDVrp incluye una insercion
en un sitio no esencial que comprende un acido nucleico recombinante que comprende en la direcciéon 5' a 3' en el
siguiente orden (i) un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), (ii) una secuencia de codificaciéon
para la proteina gD de ILTV, (iii)) un promotor ILTV gl, (iv) una secuencia de codificacion para la proteina gl de ILTV,
(v) un promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE), (vi) una secuencia de codificacion para la
proteina F de NDV, y (vii) una secuencia terminadora de la transcripcién. En aspectos especificos, también pueden
incluirse secuencias de nucleétidos intermedias, tales como enlazadores, secuencias espaciadoras y/o secuencias de
codificacién extrafias, véase el Ejemplo 1 a continuaciéon. En un ejemplo particular, el rHVT comprende la secuencia
de nucleétidos de la SEQ ID NO: 17 insertada en un sitio no esencial. En realizaciones particulares de estos tipos, el
sitio no esencial es el sitio US2. En otras realizaciones de este tipo, el sitio no esencial es el sitio UL54.5. En aun otras
realizaciones de este tipo, el sitio no esencial es el sitio UL7/8. En otros ejemplos mas de este tipo, el sitio no esencial
es el sitio US10.

Se describen métodos para fabricar un rMDVrp de la presente divulgacion. En determinados aspectos, se construye
un acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica una proteina gD de ILTV, una
secuencia de nucleétidos que codifica una proteina gl de ILTV, y una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina F de NDV. El acido nucleico heter6logo se inserta luego en un sitio no esencial de un rMDVnp de la presente
divulgaciéon. En determinados aspectos, el acido nucleico heterdlogo es un casete de expresion. En ejemplos
particulares de este tipo, el casete de expresién comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 17. En
otros ejemplos, se construye un primer acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una proteina gD de ILTV y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina gl de ILTV; y se construye
un segundo acido nucleico heterélogo que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina F de
NDV. El primer acido nucleico heterélogo se inserta en un sitio US2 de un rMDVnp y el segundo acido nucleico
heterdlogo se inserta en un sitio alternativo no esencial del rMDVnp. En determinados aspectos, dichos &cidos nucleicos
heter6logos son casetes de expresion. En ejemplos particulares de este tipo, el primer acido nucleico heterélogo
comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 16 y el segundo acido nucleico comprende la secuencia de
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nucleédtidos de la SEQ ID NO: 15. En ejemplos especificos, el método de fabricacion de un rMDVnp €s un método para
fabricar un rHVT.

La presente divulgacion proporciona ademas composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier
rMDVnp como se describe. En el contexto de la invencién, el rIMDVnp es un rHVT. En ejemplos alternativos, el rMDVnp
es un rMDV2. Ademas, la presente divulgacion describe métodos para ayudar en la proteccion de las aves de corral
contra una enfermedad causada por ILTV y/o NDV y/o MDV1 mediante la administracion de dicha vacuna y/o
composicion inmunogénica como se describe. En ejemplos especificos, dichos métodos ayudan en la proteccion de
un pollo. Una vacuna de la presente invencién como se define en las reivindicaciones puede administrarse por via
subcutanea o in ovo.

En consecuencia, en un aspecto, la presente invencion proporciona composiciones inmundgenas y/o vacunas
estables, seguras y eficaces que comprenden un rHVT de la presente invencién como se define en las reivindicaciones.
La presente divulgacién también describe composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier
rMDVnp de la divulgacion que se combina adicionalmente con un antigeno adicional de NDV, ILTV y/o MDV para
mejorar y expandir la inmunogenicidad proporcionada. Ademas, la presente divulgacion también describe
composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier rMDVnp de la presente divulgacion que se
combina adicionalmente con un antigeno para un patégeno distinto de MDV, ILTV o NDV. En un ejemplo particular de
este tipo, el antigeno es un antigeno del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa.(IBDV). En un ejemplo mas
particular, el antigeno del IBDV es un IBDV vivo moderado. En determinados ejemplos, el IBDV vivo moderado es una
variante del IBDV. La presente divulgacion también describe métodos para ayudar en la protecciéon de las aves de
corral contra una enfermedad causada por ILTV y/o NDV y/o MDV1 y/o IBDV mediante la administracién de dicha
vacuna y/o composicion inmunogénica a las aves de corral (por ejemplo, pollos). En ejemplos particulares de este tipo,
una vacuna de la presente divulgacién se administra por via subcutanea. En otros ejemplos, una vacuna de la presente
divulgacion se administra in ovo.

En determinadas realizaciones, las composiciones inmunogénicas y/o vacunas de la presente invenciébn comprenden
un rHVT que comprende como una insercion en su sitio US2 de un acido nucleico recombinante que comprende 5' a
3" (i) un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV); (ii) una secuencia de codificacion para la
proteina gD de ILTV; (iii) un promotor ILTV gl; (iv) una secuencia de codificacién para la proteina gl de ILTV; (v) un
promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE); asi como una secuencia de codificacion para la
proteina de fusién del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F); y (vii) una secuencia terminadora de la
transcripcién. En realizaciones particulares de este tipo, las composiciones inmunogénicas y/o vacunas comprenden
ademas un virus de la enfermedad de la bolsa infeccioso vivo moderado (IBDV). En determinadas realizaciones, el
IBDV vivo moderado es una variante del IBDV. En realizaciones mas particulares, el IBDV es 89/03. En realizaciones
aun mas particulares de este tipo, el acido nucleico recombinante tiene la secuencia de nucleoétidos de la SEQ ID NO:
17.

La presente divulgacién también describe composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier
rMDVnp de la presente divulgacién combinado con un antigeno adicional de NDV, ILTV o NDV y un patégeno distinto
de MDV, ILTV o NDV.

Estos y otros aspectos de la presente invencion se comprenderan mejor en referencia a los dibujos.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un dibujo esquematico del genoma HVT (FC126), que consiste en una regién larga unica (UL) y
una regioén corta Unica (US), cada una indicada por lineas rectas y flanqueada por regiones repetidas, indicadas
como recuadros. Debajo del esquema del genoma, hay una barra que indica la ubicacién de los fragmentos de
digestion de la enzima de restriccion BamHI, en relacion con la posicién del genoma y la nomenclatura de letras
asociada con cada fragmento. (Al fragmento mas grande se le dio la letra "A", al siguiente mas grande se le dio la
letra "B", y asi sucesivamente). Las posiciones de cada fragmento subgenomico clonado (y su designacion) usadas
para reconstruir HVT (FC126) o los virus rHVT/NDV/ILT se indican debajo del mapa de restricciéon de BamHI. El
asterisco (*) indica la posicion de los sitios de insercion: UL7/UL8 en 1196-05.1; UL54.5 en 1332-29.4; US2 en
1332-47.A2 0 1317-15.1-1.

La Figura 2 es un dibujo esquematico de seis HVT recombinantes diferentes, que representan los genes insertados
en la estructura HVT vy el sitio de su insercién. Innovax-LT es un rHVT que incluye un casete de expresiéon que
codifica los genes ILTV gD e ILTV gl insertados en el sitio UL54.5 del rHVT. Innovax-ND es un rHVT que incluye
un casete de expresion que codifica el gen de fusion de NDV insertado en el sitio US10 del rHVT. 1348-34C es un
rHVT que incluye un casete de expresion que codifica los genes ILTV gD e ILTV gl insertados en el sitio UL54.5
del rHVT, y un casete de expresion que codifica el gen de fusion NDV insertado en el sitio US10 del rHVT. 1332-
62E es un rHVT que incluye un casete de expresion que codifica los genes ILTV gD, ILTV gl y el NDV de fusién
insertados en el sitio US2 del rHVT. 1317-46 es un rHVT que incluye un casete de expresion que codifica los genes
ILTV gD e ILTV gl insertados en el sitio US2, y un casete de expresion que codifica el gen de fusion NDV insertado
entre UL7 y UL8 (es decir, el sitio UL7/8) del rHVT. 1332-70B es un rHVT que incluye un casete de expresion que
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codifica los genes ILTV gD, ILTV gl y el NDV de fusion insertados en el sitio UL54.5 del rHVT.
Descripcion detallada de la invencidon

La presente invencién supera el fracaso de la industria anterior para poder construir vectores rMDVnp que contienen
antigenos extrafios y pueden proteger contra dos o mas patégenos de virus de aves de corral proporcionando vectores
MDVnp recombinantes Unicos que codifican y expresan antigenos de ILTV y NDV, y que protegen contra la enfermedad
de Marek, la enfermedad de Newcastle y el virus de la laringotraceitis infecciosa. En realizaciones particulares, un
rHVT de la presente invencion codifica y expresa antigenos extrafios de ILTV y NDV solamente, y puede ayudar en la
proteccion contra la enfermedad de Marek, la enfermedad de Newcastle y el virus de la laringotraceitis infecciosa.

Antes de la presente invencion, ya se habia construido un vector HVT que contenia un gen NDV insertado en la region
US10. Se demostré que este vector HVT-NDV es estable y que expresa niveles suficientes del producto del gen NDV
correspondiente, la proteina F de NDV, para proteger a los pollos vacunados contra un desafio con NDV virulento.
Ademas, ya se habia construido un vector HVT que contenia un par de genes ILTV insertados en la region UL54.5 de
HVT. Se demostré que este vector HVT-ILTV es estable y que expresa niveles suficientes de los productos génicos
de ILTV correspondientes, las proteinas gl y gD de ILTV, para proteger a los pollos vacunados contra un desafio con
ILTV virulento.

En consecuencia, se disefi6 una construccion HVT multivalente para proteger tanto contra NDV como ILTV basandose
en las construcciones exitosas anteriores, es decir, insertando el gen NDV-F en el sitio US10 e insertando los genes
ILTV gDy gl en el sitio UL54.5 [véase, 1348-34C en la Figura 2]. Inesperadamente, sin embargo, tras efecturar pases
de esta construccién en cultivo de tejidos, el virus recombinante perdié su capacidad para expresar las proteinas
ILTVgD, ILTVgl y NDV F. Esto demostré ser cierto con una serie de construcciones rHVT recombinantes duplicadas.
De hecho, estos virus recombinantes eran inestables e inadecuados para su posterior desarrollo como vacunas. Estos
hallazgos demuestran que el disefio de un unico vector rHVT multivalente que puede expresar de manera estable
tanto la proteina NDV F como las proteinas ILTVgD e ILTVgl no es un proceso simple que pueda extrapolarse de la
informacion existente. De hecho, si dichos vectores rHVT multivalentes estables y eficaces fueran posibles en lo mas
minimo, su disefio debia basarse en un conjunto impredecible de interacciones complejas que implicaban
minimamente la relacién entre los sitios de insercién usados y los genes extrafios a insertar. Hasta ahora, dicho disefio
de construcciones de rHVT no era facilmente predecible a partir de la técnica conocida.

Por lo tanto, la presente invencion, proporciona vectores rHVT recombinantes en los que se han insertado dos genes
de ILTV y un gen de NDV. En una realizacion particular de la presente invencion, los tres genes se insertaron en la
region US2 del genoma de HVT. Tras la vacunacion de una gallina o un huevo de gallina con este rHVT, las células
del huésped inmunizado expresaron las proteinas codificadas por los genes insertados. Ademas, las proteinas NDV
e ILTV expresadas por el rHVT estimularon una respuesta inmune que protegi6é a los pollos vacunados contra la
enfermedad causada por NDV e ILTV. En consecuencia, dichos vectores rHVT pueden usarse para proporcionar
proteccion contra infecciones tanto por NDV como por ILTV. Anteriormente, se necesitaban dos vectores rHVT
separados para protegerse contra estos dos virus, a saber, uno para la proteccion contra ILTV y el otro para la
proteccion contra NDV.

Por lo tanto, la presente invencion es ventajosa con respecto a los métodos actuales porque proporciona proteccion
simultanea contra ILTV y NDV mediante la inoculacion de aves de corral y/o huevos de aves de corral con un solo
HVT recombinante. En particular, esto permite que se administren vacunas adicionales a través de la via in ovo, porque
hay un limite en cuanto a la cantidad de volumen que se puede inyectar en un huevo, y ahorra aiin mas en los costos
de fabricacion porque solo se necesita uno en lugar de dos vectores. Ademas, esto puede permitir que se incluya un
antigeno adicional en la vacuna, como un IBDV vivo, por ejemplo, la cepa 89/03.

Con el fin de comprender mas completamente la presente invencion, se proporcionan las siguientes definiciones.

El uso de términos singulares por conveniencia en la descripcién no pretende de ninguna manera ser tan limitante.
Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a una composicion que comprende "un polipéptido" incluye una referencia a
uno o mas de dichos polipéptidos.

Como se usa en este documento, un "virus de la enfermedad de Marek no patégeno” o "MDVrp" 0 "npMDV" es un
virus en la familia del MDV que muestra poca o ninguna patogenicidad en aves de corral. El término "MDVrp" incluye
MDYV de origen natural que han sido pasados o manipulados de otra manera similar, pero no incluye construcciones
virales en las que una region especifica del genoma de un serotipo de MDV se reemplaza por la regién correspondiente
de un serotipo de MDYV diferente para formar un virus quimérico, tal como el novedoso herpesvirus aviar (NAHV). En
el contexto de la presente invencion, el MDVnp es un HVT. En otros ejemplos, el MDVnp €s un MDV2. En ejemplos
particulares de este tipo, el MDV2 es SB1.

Como se usa en el presente documento, un MDVnp que ha sido modificado genéticamente para codificar una secuencia
de nucledtidos heteréloga (por ejemplo, un gen extrafio) se define como un "MDVnp" recombinante” o "rMDVnp".
Como se usa en el presente documento, un "sitio no esencial" es un sitio en el genoma de MDVrp en el que una
isercion de una secuencia de nucleétidos heteréloga en ese sitio no evita que el MDVnp se replique en un célula
huésped. Los sitios no esenciales generalmente se identifican por el gen en el que residen, por ejemplo, el sitio US2,
0 una region entre dos genes, por ejemplo, el sitio UL7/8.
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Como se usa en el presente documento, el término "aves de corral" puede incluir pollos, pavos, patos, gansos,
codornices y faisanes.

Como se usa en el presente documento, una "vacuna" es una composicion que es adecuada para la aplicaciéon a un
animal (incluidos, en determinados ejemplos, seres humanos, mientras que en otros ejemplos no son especificamente
para seres humanos) que comprenden uno o mas antigenos normalmente combinados con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable tal como un liquido que contenga agua, que al administrarse al animal induce una
respuesta inmune lo suficientemente fuerte como para ayudar minimamente en la proteccién contra una enfermedad
clinica que surge de una infeccion con un microorganismo de tipo silvestre, es decir, lo suficientemente fuerte como
para ayudar en la prevencion de la enfermedad clinica, y/o prevencion, mejora o curacion de la enfermedad clinica.
Como se usa en el presente documento, una "vacuna multivalente" es una vacuna que comprende dos o mas
antigenos diferentes. En un ejemplo particular de este tipo, la vacuna multivalente estimula el sistema inmunolégico
del receptor contra dos o mas agentes patogenos diferentes.

Como se usa en el presente documento, la expresion "ayudas en la proteccion” no requiere una proteccion completa
contra cualquier indicacién de infecciéon. Por ejemplo, "ayudas en la proteccion" puede significar que la proteccion es
suficiente para que, después del desafio, los sintomas de la infeccién subyacente se reduzcan al menos, y/o que una
o0 mas de las causas 0 mecanismos celulares, fisiolégicas, o bioquimicas subyacentes que causan los sintomas se
reduzcan y/o eliminen. Se entiende que "reducido”, como se usa en este contexto, significa en relacion con el estado
de la infeccién, incluido el estado molecular de la infeccién, no solo el estado fisiologico de la infeccion.

Como se usa en el presente documento, un "adyuvante" es una sustancia que puede favorecer o amplificar la cascada
de eventos inmunologicos, lo que lleva en ultima instancia a una mejor respuesta inmunologica, es decir, la respuesta
corporal integrada a un antigeno. En general, no se requiere un adyuvante para que se produzca la respuesta
inmunologica, pero favorece o amplifica esta respuesta.

Como se usa en el presente documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente para
significar que el nombre modificado es apropiado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se usa, por
ejemplo, para describir un excipiente en una vacuna farmacéutica, caracteriza al excipiente como compatible con los
otros ingredientes de la composicion y no desventajosamente perjudicial para el receptor deseado.

Como se usa en el presente documento, "administracién sistémica" es la administracion en el sistema circulatorio del
cuerpo (que comprende el sistema cardiovascular y linfatico), afectando asi al cuerpo en su totalidad en lugar de a un
locus especifico como el tracto gastrointestinal (por ejemplo, mediante la administracion oral o rectal) y el sistema
respiratorio (por ejemplo, mediante la administracién intranasal). La administracion sistémica se puede realizar, por
ejemplo, mediante la administracion en el tejido muscular (intramuscular), en la dermis (intradérmica o transdérmica),
debajo de la piel (subcutanea), debajo de la mucosa (submucosa), en las venas (intravenosa), etc.

Como se usa en el presente documento, la expresion "administracion parenteral" incluye inyecciones subcutaneas,
inyecciones submucosas, inyecciones intravenosas, inyecciones intramusculares, inyecciones intradérmicas e
infusion.

El término "aproximadamente" se usa indistintamente con el término "alrededor de" y significa que un valor esta dentro
del veinticinco por ciento del valor indicado, es decir, un péptido que contiene "aproximadamente" 100 restos de
aminoacidos puede contener entre 75 y 125 restos de aminoacidos.

Como se usa en el presente documento, el término, "polipéptido" se usa indistintamente con los términos "proteina" y
"péptido" e indica un polimero que comprende dos o0 mas aminoéacidos conectados por enlaces peptidicos. El término
"polipéptido" como se usa en el presente documento incluye un fragmento o segmento significativo, y abarca un tramo
de restos de aminoacidos de al menos aproximadamente 8 aminoacidos, generalmente al menos aproximadamente
12 aminoacidos, normalmente al menos aproximadamente 16 aminoacidos, preferentemente al menos
aproximadamente 20 aminoacidos, y, en aspectos particularmente preferentes, al menos aproximadamente 30 o mas
aminoacidos, por ejemplo, 35, 40, 45, 50, etc. Dichos fragmentos pueden tener extremos que comienzan y/o terminan
en practicamente todas las posiciones, por ejemplo, que comienzan en los restos 1, 2, 3, etc., y que terminan en, por
ejemplo, 155, 154, 153, etc., en todas las combinaciones practicas.

Opcionalmente, un polipéptido puede carecer de determinados restos de aminoacidos que estan codificados por un
gen o por un ARNm. Por ejemplo, un gen o una molécula de ARNm puede codificar una secuencia de restos de
aminoacidos en el extremo N de un polipéptido (es decir, una secuencia de sefial) que se escinde y, por lo tanto, puede
no ser parte de la proteina final.

Como se usa en el presente documento, la expresion "fragmento antigénico" con respecto a una proteina particular
(por ejemplo, un antigeno de proteina) es un fragmento de esa proteina (incluidos los fragmentos grandes que faltan
de tan solo un Unico aminoacido de la proteina de longitud completa) que es antigénico, es decir, capaz de interactuar
especificamente con una molécula de reconocimiento de antigeno del sistema inmunolégico, como una
inmunoglobulina (anticuerpo) o un receptor de antigeno de linfocitos T. Por ejemplo, un fragmento antigénico de una
proteina de fusion NDV, es un fragmento de esa proteina de fusién que es antigénico. Preferentemente, un antigénico
es inmunodominante para el reconocimiento de anticuerpos y/o receptores de linfocitos T.

Como se usa en el presente documento, una secuencia de aminoacidos es 100 % "homologa" a una segunda
secuencia de aminoacidos si las dos secuencias de aminoacidos son idénticas, y/o difieren solo en sustituciones
neutras o conservativas como se define a continuacién. En consecuencia, una secuencia de aminoacidos es
aproximadamente un 80 % "homéloga" a una segunda secuencia de aminoacidos si aproximadamente el 80 % de las
dos secuencias de aminoacidos son idénticas, y/o difieren solo en sustituciones neutras o conservativas.

Los restos de aminoacidos funcionalmente equivalentes a menudo pueden ser sustituidos por restos dentro de la
secuencia que resulta en una sustitucién de aminoacidos conservativa. Dichas alteraciones definen la expresion "una
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sustitucion conservativa" como se usa en el presente documento. Por ejemplo, uno o mas restos de aminoacidos
dentro de la secuencia pueden ser sustituidos por otro aminoacido de polaridad similar, que actia como un equivalente
funcional, lo que resulta en una alteracion silenciosa. Las sustituciones de un aminoacido dentro de la secuencia
pueden seleccionarse de entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los
aminoacidos no polares (hidréfobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los aminoacidos que contienen estructuras de anillos aromaticos son fenilalanina, triptéfano y tirosina. Los
aminoacidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina. Los
aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos cargados
negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. No se esperara que dichas alteraciones afecten el
peso molecular aparente determinado por la electroforesis en gel de poliacrilamida o el punto isoeléctrico.

Las sustituciones conservativas particularmente preferentes son: Lys para Arg y viceversa, de manera que se puede
mantener una carga positiva; Glu para Asp y viceversa de manera que se pueda mantener una carga negativa; Ser
para Thr de manera que se pueda mantener un --OH libre; y GIn para Asn de manera que se pueda mantener un NHz
libre. Los aminoacidos también se pueden colocar en Iso siguientes grupos de similitud: (1) prolina, alanina, glicina,
serina y treonina; (2) glutamina, asparagina, acido glutamico y acido aspartico; (3) histidina, lisina y arginina; (4)
cisteina; (5) valina, leucina, isoleucina, metionina; y (6) fenilalanina, tirosina y triptéfano.

En un aspecto relacionado, dos secuencias de ADN altamente homologas pueden identificarse por su propia
homologia, o la homologia de los aminoacidos que codifican. Dicha comparacion de las secuencias se puede realizar
usando el software convencional disponible en los bancos de datos de secuencia. En un ejemplo particular, dos
secuencias de ADN altamente homologas codifican secuencias de aminoacidos que tienen aproximadamente 80 %
de identidad, mas preferentemente aproximadamente 90 % de identidad e incluso mas preferentemente
aproximadamente 95 % de identidad. Mas particularmente, dos secuencias de aminoacidos altamente homélogas
tienen aproximadamente 80 % de identidad, incluso mas preferentemente aproximadamente 90 % de identidad e
incluso mas preferentemente aproximadamente 95 % de identidad.

Como se usa en el presente documento, el porcentaje de identidad de secuencia de ADN y proteina se puede
determinar usando un software como MacVector v9, disponible en el mercado en Accelrys (Burlington, Massachusetts)
y el algoritmo Clustal W con los parametros predeterminados de alineacion y los parametros predeterminados para la
identidad. Véase, por ejemplo, Thompson, et al., 1994. Nucleic Acids Res. 22:4673-4680. ClustalW se puede descargar
libremente para las plataformas Dos, Macintosh y Unix de, por ejemplo, EMBLI, el Instituto Europeo de Bioinformatica.
El enlace de descarga actual se encuentra en http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Estos y otros programas disponibles
también se pueden usar para determinar la similitud de secuencia usando los mismos parametros predeterminados o
analogos.

Como se usa en el presente documento, los términos "polinucleétido”, o un "acido nucleico" o una "molécula de acido
nucleico" se usan indistintamente e indican una molécula que comprende nucleétidos que incluyen, pero sin limitacion,
ARN, ADNc, ADN gendmico e incluso secuencias de ADN sintético. Los términos también se contemplan para abarcar
moléculas de acido nucleico que incluyen cualquiera de los analogos de base conocidos de ADN y ARN.

Una "secuencia codificante" de acido nucleico o una "secuencia que codifica" una proteina o péptido particular, es una
secuencia de nucleétidos que se transcribe y traduce a un polipéptido in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control
de elementos reguladores adecuados.

Los limites de la secuencia de codificacion se determinan mediante un codén de inicio en el extremo 5'y un codén de
parada de traduccion en el extremo 3'. Una secuencia de codificaciéon puede incluir, pero sin limitaciéon, secuencias
procariéticas, ADNc de ARNm eucaridtico, secuencias de ADN genémico de ADN eucariético (por ejemplo, aviar) e
incluso secuencias de ADN sintético. Una secuencia de terminacién de la transcripcion se puede ubicar 3' de la
secuencia de codificacion.

"Conectado operativamente" se refiere a una disposicion de elementos en la que los componentes descritos de este
modo estan configurados para realizar su funcién habitual. Por lo tanto, los elementos de control unidos
operativamente a una secuencia de codificacion son capaces de efectuar la expresion de la secuencia de codificacion.
Los elementos de control no necesitan ser contiguos con la secuencia de codificacién, mientras funcionen para dirigir
la expresién de los mismos. Por lo tanto, por ejemplo, puede haber secuencias sin traducir aun transcritas entre un
promotor y la secuencia de codificacion y el promotor todavia puede considerarse "unido operativamente" a la
secuencia de codificacién.

Como se usa en el presente documento, la expresién "secuencia terminadora de la transcripcion” se usa
indistintamente con la expresion "elemento regulador de la poliadenilacién" y es una secuencia que generalmente se
encuentra corriente abajo de una region de codificacion de ADN y que puede ser necesaria para la terminacion
completa de la transcripcion de esa secuencia codificante de ADN.

Como se usa en el presente documento, un "casete de expresion” es un acido nucleico recombinante que comprende
minimamente un promotor y una secuencia de codificacion heteréloga unida operativamente a ese promotor. En
muchos de estos ejemplos, el casete de expresién comprende ademas una secuencia terminadora de la transcripcion.
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En consecuencia, la insercion de un casete de expresion en un sitio no esencial del genoma de rMDVnp puede conducir
a la expresion de la secuencia de codificacion heterdloga por el rMDVnp. En el contexto de la invencion el rMDVnp es
un rHVT.

Una "secuencia de nucleétidos heteréloga" como se usa en el presente documento es una secuencia de nucleétidos
que se afiade a una secuencia de nucleétidos mediante métodos recombinantes para formar un acido nucleico que
no se forma naturalmente en la naturaleza. En ejemplos especificos, una "secuencia de nucleétidos heteréloga" puede
codificar un antigeno de proteina tal como la proteina F de NDV, la proteina gl de ILTV o la proteina gD de ILTV. Las
secuencias de nucleétidos heterdlogas también pueden codificar proteinas de fusion (por ejemplo, quiméricas).
Ademas, una secuencia de nucleétidos heterologa puede codificar péptidos y/o proteinas que contienen propiedades
reguladoras y/o estructurales. En otros ejemplos de este tipo, una secuencia de nucleétidos heteréloga puede codificar
una proteina o péptido que funciona como un medio para detectar la proteina o péptido codificado por la secuencia de
nucleodtidos después de que se expresa el acido nucleico recombinante. En aun otro aspecto, la secuencia de
nucleoétidos heteréloga puede funcionar como un medio para detectar una secuencia de nucleétidos. Una secuencia
de nucleodtidos heterdloga puede comprender secuencias no codificantes que incluyen sitios de restriccion, sitios
reguladores, promotores y similares.

La inserciéon de un acido nucleico que codifica un antigeno en un vector rMDVnp se logra facilmente cuando los
extremos tanto del acido nucleico como del vector comprenden sitios de restricciéon compatibles. Si esto no se puede
hacer, puede ser necesario modificar los extremos de la secuencia de nucleétidos y/o el vector mediante la digestion
de los salientes de acido nucleico monocatenario (por ejemplo, salientes de ADN) generados por la escision de
endonucleasas de restriccion para producir extremos romos, o para lograr el mismo resultado rellenando los extremos
monocatenarios con una polimerasa adecuada. Como alternativa, se pueden producir los sitios deseados, por ejemplo,
mediante la ligadura de secuencias de nucleétidos (enlazadores) en los extremos. Dichos enlazadores pueden
comprender secuencias de oligonucledtidos especificas que definen los sitios de restriccion deseados. Los sitios de
restriccién también se pueden generar mediante el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP). [Véase, por
ejemplo, Saiki et al., Science 239: 487-491 (1988)]. El vector escindido y los fragmentos de ADN también pueden
modificarse, si es necesario, mediante la eliminacion de la colas homopoliméricas.

Antigenos de proteinas y acidos nucleicos que codifican los antigenos de proteinas

El gen ILTV gD parece codificar una glicoproteina de 434 aminoacidos de longitud que tiene un peso molecular de
48.477 daltons, aunque otros han sugerido que un codén de inicio corriente abajo, que conduce a una proteina ILTV
gD que comprende solo 377 restos de aminoacidos, es el verdadero codén de inicio [Wild ef al., Virus Genes 12: 104-
116 (1996)]. El gen ILTV gl codifica una glicoproteina de 362 aminoacidos de longitud que tiene un peso molecular de
39.753 daltons [documento US 6.875.856]. Los acidos nucleicos que codifican variantes naturales y/o procedentes de
laboratorio de la ILTV gD e ILTV gl pueden sustituirse por los ejemplificados actualmente.

En realizaciones particulares de la presente invenciéon, un rHVT comprende un acido nucleico recombinante (por
ejemplo, un casete de expresién) que codifica una proteina ILTV gD que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un acido
nucleico recombinante que codifica una proteina ILTV gD que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mas del 90 % y/o mas del 95 % y/o mas del 98 % y/o mas del 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 2. En realizaciones particulares, la proteina ILTV gD esta codificada por la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 1.

En determinadas realizaciones de la presente invencién, un rHVT comprende un acido nucleico recombinante (por
ejemplo, un casete de expresion) que codifica una proteina ILTV gl que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 4 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un acido
nucleico recombinante que codifica una proteina ILTV gl que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
mas del 90 % y/o mas del 95 % y/o mas del 98 % y/o mas del 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 4. En realizaciones particulares, la proteina ILTV gl esta codificada por la secuencia de nucleétidos de
la SEQ ID NO: 3.

El gen de la proteina NDV F codifica la llamada proteina de "fusién". Un gen de la proteina NDV F ejemplificado por la
presente invencion se obtuvo de NDV Clone 30, una cepa de vacuna lentogénica de NDV comun. Los acidos nucleicos
que codifican variantes naturales y/o procedentes de laboratorio del gen de la proteina F serian igualmente aplicables,
ya sea para el NDV lentogénico, mesogénico o velogénico, ya que la propia secuencia del gen de la proteina F esta
altamente conservada en estos diferentes patotipos del NDV. En realizaciones particulares de la presente invencion,
un rHVT comprende un acido nucleico recombinante (por ejemplo, un casete de expresion) que codifica una proteina
de fusion NDV que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6 o un fragmento antigénico de la
misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un acido nucleico recombinante que codifica una proteina
NDF F que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene mas del 90 % y/o mas del 95 % y/o mas del 98 % y/o
mas del 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 6. En realizaciones especificas, la
proteina de fusién NDV esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 5. En determinadas
realizaciones de la presente invencién, un rHVT comprende un &cido nucleico recombinante (por ejemplo, un casete
de expresién) que codifica una proteina de fusién NDV que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
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NO: 8 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, un rHVT comprende un acido nucleico
recombinante que codifica una proteina NDF F que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene mas del 90
% ylo mas del 95 % y/o mas del 98 % y/o mas del 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 8. En realizaciones particulares, la proteina de fusién NDV esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la
SEQ ID NO: 7.

Promotores y elementos reguladores de la poliadenilacién

Se pueden usar muchos promotores alternativos para dirigir la expresion de un gen heterélogo que codifica un antigeno
de proteina o un fragmento antigénico del mismo en un rMDVnp de la presente divulgacion. Ejemplos incluyen el
promotor gpx del virus de la pseudorabia (PRV) [véase, el documento WO 87/04463], el promotor LTR del virus del
sarcoma de Rous, el promotor del gen temprano de SV40, el promotor gD ILTV, el promotor gl ILTV [véase, por
ejemplo, el documento US 6.183.753 B1], el promotor del gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV
IE1) [documento US 5.830.745; documento US 5.980.906] y el promotor del gen de la beta-actina del pollo [patente
EP 1 298 139 B1]. Ejemplos mas especificos, como se ejemplifica en el presente documento, incluyen el promotor
hCMV IE de la cepa Towne que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 12, un promotor hCMV |IE
truncado que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 11, un promotor ILTV gD que comprende la
secuencia de nucleotidos de la SEQ ID NO: 9, y un promotor ILTV gl que comprende la secuencia de nucleétidos de
la SEQ ID NO: 10.

La inclusién de un elemento regulador de poliadenilacion corriente abajo de una regiéon de codificacion de ADN se
requiere a menudo para terminar la transcripcion de la secuencia de ADN de codificaciéon. En consecuencia, muchos
genes comprenden un elemento regulador de la poliadenilacién en el extremo corriente abajo de su secuencia de
codificacién. Muchos de dichos elementos reguladores se han identificado y se pueden usar en un rMDVn, de la
presente divulgacion. Ejemplos especificos de elementos reguladores de poliadenilacién como se ejemplifican en el
presente documento, incluyen una sefial de poliadenilacion sintética que comprende la secuencia de nucleétidos de
la SEQ ID NO: 13, y la sefial de poliadenilacion de HSV timidina quinasa que comprende la secuencia de nucleétidos
de la SEQ ID NO: 14.

Vacunas y composiciones inmunogénicas

La presente divulgacion se refiere al uso del MDVnp recombinante, las moléculas de acido nucleico usadas para
construir el MDVnp, 0 las células huésped para cultivarlos o cualquier combinacién de las mismas, todas de acuerdo
con la presente divulgacion para la fabricacion de una vacuna para aves de corral. En consecuencia, la presente
invencion proporciona vacunas y/o composiciones inmunogénicas que incluyen un rHVT recombinante multivalente
como se define en las reivindicaciones. Dichas vacunas pueden usarse para ayudar en la prevencion y/o prevenir la
enfermedad de Newcastle y/o la enfermedad de Marek y/o enfermedades asociadas con infecciones por ILTV. Una
vacuna de acuerdo con la presente invencion puede usarse para tratamiento profilactico y/o terapéutico, y por lo tanto
puede interferir con el establecimiento y/o con la progresion de una infeccién y/o sus sintomas clinicos de enfermedad.

Un MDVrp recombinante de la presente divulgacion se puede cultivar por cualquier niumero de medios actualmente
practicados en el campo. Por ejemplo, un MDVnp recombinante de la presente divulgacion se puede cultivar mediante
el uso de cultivos in vitro de células de pollo primarias, véase, por ejemplo, los ejemplos a continuacion en los que se
usaron células de fibroblastos de embriéon de pollo (CEF). Los CEF se pueden preparar mediante tripsinizacion de
embriones de pollo. Los CEF también pueden colocarse en monocapas y luego infectarse con el MDVnp. Este proceso
en particular se puede aumentar a escala facilmente a la produccion de tamafo industrial.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la divulgacion se refiere a un método para la preparacién de la vacuna de acuerdo
con la divulgacion que comprende las etapas de infectar células huésped con un MDVrp, recombinante de la presente
divulgacion, recoger las células huésped infectadas y luego mezclar las células huésped infectadas recolectadas con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los métodos adecuados para la infeccion, el cultivo y la recoleccién son bien conocidos en la técnica y se describen
y ejemplifican en el presente documento.

Normalmente, las células huésped infectadas se recolectan mientras estan todavia intactas para obtener el MDVrp
recombinante en su forma asociada a la célula. Estas células se pueden tomar en una composicion portadora
adecuada para proporcionar estabilizacién para el almacenamiento y la congelacién. Las células infectadas pueden
llenarse en ampollas de vidrio, que se sellan, se congelan y se almacenan en nitrégeno liquido. En consecuencia, en
determinados ejemplos de la presente divulgacion, las vacunas y/o las composiciones inmunogénicas se almacenan
congeladas y, en consecuencia, comprenden un criopreservante, tal como dimetilsulféxido (DMSO), para preservar
las células infectadas congeladas.

Como alternativa, cuando el MDVrp recombinante es un HVT recombinante, se puede aislar de su célula huésped, por
ejemplo, a través del tratamiento con ultrasonidos al final del cultivo, y luego se recoge en un estabilizador, y se seca
por congelacion (liofiliza) para un almacenamiento estable o se reduce de otra manera el volumen de liquido, para el
almacenamiento, y luego se reconstituye en un diluyente liquido antes o en el momento de la administracion. Dicha
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reconstitucion se puede lograr usando, por ejemplo, agua de grado de vacuna. En determinadas realizaciones, una
parte liofilizada de una vacuna multivalente puede comprender uno o mas antigenos y el diluyente puede comprender
uno o mas antigenos diferentes.

En ejemplos particulares, una vacuna de la presente invencion (o una porcion de la misma) puede estar en forma
liofilizada, por ejemplo, como comprimidos y/o esferas que se producen mediante un método descrito en el documento
WO 2010/125084. En particular, se hace referencia a los ejemplos, de la pagina 15, linea 28 a la pagina 27, linea 9
del documento WO 2010/125084, que describen un método para producir dichos comprimidos/esferas de
desintegracion rapida. Dichas formas liofilizadas se pueden disolver facilmente en un diluyente, para permitir la
administracion sistémica de la vacuna.

Las vacunas y las composiciones inmunogénicas pueden, pero no necesariamente incluyen, tampones
fisiolégicamente compatibles y solucion salina y similares, asi como adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Los
adyuvantes pueden ser utiles para mejorar la respuesta inmune y/o aumentar la estabilidad de las preparaciones de
vacunas. Los adyuvantes se describen normalmente como estimuladores no especificos del sistema inmunolégico,
pero también pueden ser Utiles para dirigirse a brazos especificos del sistema inmunitario. Uno o mas compuestos
que tienen esta actividad pueden afiadirse a la vacuna. Por lo tanto, las vacunas particulares de la presente invencion
pueden comprender ademas un adyuvante. Ejemplos de compuestos quimicos que pueden usarse como adyuvantes
incluyen, peros in limitacion, compuestos de aluminio (por ejemplo,hidroxido de aluminio), aceites metabolizables y no
metabolizables, aceites minerales que incluyen derivados de oleato de manida en solucion de aceite mineral (por
ejemplo, MONTANIDE ISA 70 de Seppic SA, Francia) y aceites minerales ligeros como DRAKEOL 6VR, polimeros de
bloque, ISCOM (complejos inmunoestimulantes), vitaminas y minerales (incluidos, pero sin limitacion: vitamina E,
vitamina A, selenio y vitamina B12) y CARBOPOL®.

Otros adyuvantes adecuados, que a veces se han denominado estimulantes inmunolégicos, incluyen, pero sin
limitacion: citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, sobrenadantes de cultivos celulares de linfocitos, monocitos,
células de érganos linfoides, preparaciones celulares y/o extractos de plantas, bacterias o parasitos (preparaciones de
Staphylococcus aureus o lipopolisacaridos) o mitdgenos. En general, un adyuvante se administra al mismo tiempo que
un rHVT de la presente invencion. Sin embargo, los adyuvantes pueden administrarse también o como alternativa
dentro de un periodo de dos semanas antes de la vacunacion, y/o durante un periodo de tiempo después de la
vacunacion, es decir, mientras que el antigeno, por ejemplo, un MDVnrp, recombinante persista en los tejidos.

Las vacunas y/o composiciones inmunogénicas de la presente invencion pueden administrarse mediante cualquier via
como in ovo, mediante administracion parenteral, incluyendo inyeccion intramuscular, inyeccion subcutanea, inyeccion
intravenosa, inyeccién intradérmica, por escarificacion, mediante administracion oral o mediante cualquier
combinacion de las mismas.

Ademas, el MDVnrp recombinante multivalente de la presente divulgaciéon se puede usar y/o combinar con antigenos
de NDV, ILTV y/o MDV adicionales para mejorar y expandir la inmunogenicidad proporcionada, y/o antigenos para
otros patégenos con el fin de proporcionar protecciéon inmunitaria contra otros patégenos. Estos antigenos adicionales
pueden ser microorganismos completos vivos o muertos, otros vectores recombinantes, homogenados celulares,
extractos, proteinas o cualquier otro derivado similar, siempre que no interfieran negativamente con la seguridad, la
estabilidad y la eficacia de la vacuna de acuerdo con la presente invencion.

La combinacion de un MDVnp recombinante multivalente de la presente invencion con un antigeno adicional de MDV,
NDV y/o ILTV puede ser ventajoso en aquellos casos en los que prevalecen cepas de campo muy virulentas de MDV,
NDV o ILTV, por ejemplo, en una region geografica particular. En este sentido, la combinacion de un MDVpp
recombinante multivalente de la presente invencién con un MDV1, MDV2 o HTV incluye la cepa Rispens (MDV1), la
cepa SB1 (MDV2), la cepa FC-126 (HTV) y/o la cepa PB1 (HTV). Para mejorar la respuesta contra el NDV, el MDVnp
recombinante multivalente puede combinarse con una cepa de vacuna NDV, como la cepa C2 de la vacuna del NDV
vivo moderado.

Ejemplos de otros microorganismos que pueden usarse como antigenos junto con el MDVnp recombinante multivalente
de la presente invencion incluyen: (i) virus tales como el virus de la bronquitis infecciosa, adenovirus, el virus del
sindrome de la caida del huevo, el virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa, el virus de la anemia de pollo, el virus
de la encefalomielitis aviar, el virus de la viruela aviar, el virus de la rinotraqueitis del pavo, el virus de la peste del pato
(enteritis viral del pato), el virus de la viruela de la paloma, el virus de la leucosis aviar, el neumovirus aviar y el reovirus,
(ii) bacterias, como Escherichia coli, Salmonella spec., Omitobacterium rhinotracheale, Haemophilis paragallinarum,
Pasteurella multocida, Erysipelothrix rhusiopathiae, Erysipelas spec., Mycoplasma spec. y Clostridium spec., (iii)
parasitos como Eimeria spec., y (iv) hongos, como Aspergillus spec. En ejemplos particulares de la presente
divulgacion, se puede combinar un MDVnp recombinante de la presente divulgacion con una cepa de la vacuna del
IBDV vivo moderado tal como D78 (cepa intermedia clonada), PBG98, Cu-1, ST-12 (una cepa intermedia), o 89-03
(una cepa de la variante de Delaware viva) en una vacuna multivalente. Muchas de estas cepas se usan en vacunas
comerciales.

La vacuna de combinacion se puede hacer de varias formas, incluida la combinaciéon del MDVn, recombinante de la
presente divulgacién con preparaciones de virus, o bacterias, u hongos, o parasitos, o células huésped, o una mezcla
de cualquiera y/o todas estas. En ejemplos particulares, los componentes para dicha vacuna combinada se producen
oportunamente por separado y luego se combinan y rellenan en el mismo recipiente de vacuna.

Como se ha descrito anteriormente, una vacuna de acuerdo con la invencion se puede usar ventajosamente para
proporcionar proteccion inmune segura y efectiva en aves de corral a una enfermedad multiple, mediante una sola
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inoculacion a muy temprana edad o in ovo. Como alternativa, como resultara evidente para cualquier experto en la
técnica de las vacunas de aves de corral, las combinaciones descritas anteriormente también podrian incluir programas
de vacunacion en los que el MDVnp, recombinante multivalente de la presente divulgacion y el antigeno adicional no se
apliquen simultaneamente; por ejemplo, el MDVrp recombinante puede aplicare in ovo, y la NDVC2 y/o la cepa de
IBDV (por ejemplo, 89/03) podrian aplicarse en una fecha/hora posterior.

En consecuencia, las vacunas de la presente invencién pueden administrarse al sujeto aviar en una dosis Unica o en
dosis multiples. Por ejemplo, una vacuna de la presente invencion se puede aplicar el dia de la eclosion y/o in ovo en
el dia 16-18 (dia de embriéon) DE. Cuando se administran dosis multiples, pueden administrarse al mismo tiempo o
secuencialmente, de una manera y tiempo compatibles con la formulacién de la vacuna, y en una cantidad que sea
inmunologicamente efectiva. Por lo tanto, una vacuna de la presente invenciéon puede servir eficazmente como una
vacuna de sensibilizacion, que luego puede seguirse y amplificarse mediante una vacuna de refuerzo de la vacuna
idéntica, o con una preparacion de vacuna diferente, por ejemplo, una vacuna de virus completo clasica adyuvada e
inactivada.

El volumen por dosis de una vacuna de la presente invencion se puede optimizar de acuerdo con la via de aplicacién
prevista: la inoculacion in ovo se aplica comunmente con un volumen entre 0,05 y 0,5 ml/huevo, y la inyeccion
parenteral se realiza comunmente con un volumen entre 0,1 y 1 ml/aviar. En cualquier caso, la optimizacién del
volumen de dosis de la vacuna esta dentro de las capacidades del experto en la técnica.

Tabla de secuencia

SEQID NO: Descripcidon Tipo

1 Glicoproteina ILTV gD acido nucleico
2 Glicoproteina ILTV gD aminoacido

3 Glicoproteina ILTV gl acido nucleico
4 Glicoproteina ILTV gl aminoacido

5 Proteina NDV F (Clone 30) acido nucleico
6 Proteina NDV F (Clone 30) aminoacido

7 Proteina NDV F (B1 Hitchner) acido nucleico
8 Proteina NDV F (B1 Hitchner) aminoacido

9 Promotor ILTV gD acido nucleico
10 Promotor ILTV gl acido nucleico
11 Promotor hCMV IE (truncado) acido nucleico
12 Promotor hCMV IE (cepa Towne) acido nucleico
13 Sefial de poliadenilacion sintética acido nucleico
14 Sefal de poliadenilacion HSV TK acido nucleico
15 Insercion IE-NDV F acido nucleico
16 Insercion ILTV acido nucleico
17 Insercion ILTV/IE-NDV acido nucleico

La presente invencién puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, que se
proporcionan como ejemplos ilustrativos de la presente invencion. Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de
ilustrar de manera mas completa las realizaciones de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1
CONSTRUCCION DE VECTORES DE VIRUS RECOMBINANTES HTV/NDVI/ILTV

La capacidad de generar herpesvirus por cotransfeccion de fragmentos subgenémicos superpuestos clonados se
demostré por primera vez para el virus de la pseudorabia [van Zijl et al., J. Virology 62: 2191-2195 (1988)]. Este
procedimiento se empled posteriormente para construir vectores HVT recombinantes [véase, el documento U.S.
5.853.733, con respecto a la metodologia divulgada sobre la construccién de vectores HVT recombinantes] y se usé
para construir los vectores HVT/NDV/ILTV recombinantes de la presente invencién. En este método, todo el genoma
de HVT se clona en vectores bacterianos como varios fragmentos subgenémicos grandes superpuestos construidos
utilizando técnicas de ADN recombinante convencionales][ Maniatis et al., (1982) Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1982); y Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989)]. Se obtuvo una biblioteca de cosmidos de la cepa
FC126 de HVT a partir de ADN viral cizallado en el vector cosmido, pWE15 (Stratagene, ahora Agilent Technologies
de Santa Clara, CA). Ademas, se aislaron varios fragmentos grandes de ADN genémico mediante digestién de
restriccion con la enzima, BamHI , y se clonaron en pWE15 o en el vector plasmido pSP64 (Promega, Madison WI).
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Como se describe en el documento US 5.853.733, la cotransfeccion de estos fragmentos en células de fibroblastos
de embrion de pollo (CEF) da como resultado la regeneracién del genoma de HVT mediada por recombinacion
homologa a través de las regiones superpuestas de los fragmentos. Si una insercion se obtiene por ingenieria
directamente en uno o mas de los fragmentos subgendmicos antes de la cotransfeccion, este procedimiento da como
resultado una alta frecuencia de virus que contienen la insercién. Se requieren cinco clones subgendémicos
superpuestos para generar FC126 HTV, y sirvieron como base para crear todos los virus recombinantes
HVT/NDV/ILTV.

Construccién de HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1: La regeneracion de cosmidos para HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1 se realiz6
esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la
region US del genoma FC126 HVT, la region cubierta por el cosmido n.° 378-50 en el documento US 5.853.733, ahora
se proporciond a partir de tres plasmidos mas pequefios: pSY640 y 556-60.6, y un plasmido de transferencia (1332-
47.A2), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresion ILTV/NDV en el locus del gen US2.

El conjunto de siete construcciones linealizadas: 3 cosmidos y 4 plasmidos se transfectan todos juntos en CEF, usando
un protocolo de transfeccion de CaClz convencional y la reserva de virus resultante se purificd en placa una vez.

Construccién de HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1: La regeneracion de cosmidos para HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1 se realiz6
esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la
region UI54.5 del genoma FC126 HVT, la region cubierta por el césmido n.° 407-32.1C1 en el documento US
5.853.733, ahora se proporcion6 a partir de tres plasmidos mas pequefios: 672-01.A40 y 672-07.C40, y un plasmido
de transferencia (1332-29.4), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresion ILTV/NDV en el locus
del gen UL54.5.

El conjunto de siete construcciones linealizadas: 4 cosmidos y 3 plasmidos se transfectan todos juntos en CEF, usando
un protocolo de transfeccion de CaClz convencional y la reserva de virus resultante se purificd en placa una vez.

Construccion de HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1: La regeneracion de cosmidos para HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1 se
realizé esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la
region US del genoma FC126 HVT, la region cubierta por el cdsmido n.° 378-50 en el documento US 5.853.733, ahora
se proporciond a partir de tres plasmidos mas pequefios: pSY640 y 556-60.6, y un plasmido de transferencia (1317-
15.1-1), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresion ILTV insertados en el locus del gen US2.
La insercién en un segundo sitio dentro del genoma de FC126 HVT se realiz6 reemplazando la region UL césmida n.°
407-32.2C3 en el documento US 5.853.733 con el césmido de transferencia (1196-05.1), que contiene el casete de
expresion NDV insertado entre los genes HVT UL7 y ULS.

El conjunto de siete construcciones: 1 césmido sin cortar (1196-05.1), los 2 césmidos linealizados restantes y 4
plasmidos linealizados se transfectaron todos juntos en CEF, usando un protocolo de transfeccion de CaClz
convencional y la reserva de virus resultante se purifico en placa una vez.

Descripcién de los fragmentos subgendmicos para generar FC126HTV:

CLON SUBGENOMICO 407-32.2C3. El cosmido 407-32.2C3 contiene una regién de aproximadamente 40.170 pares
de bases de ADN de HVT gendmico [extremo izquierdo-pos. 39.754; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866].
Esta region incluye fragmentos HVT BamHI F', L, P, N1, E, D y 2.092 pares de bases del fragmento B.

CLON SUBGENOMICO 172-07.BA2. El plasmido 172-07.BA2 contiene una regién de 25.931 pares de bases de ADN
de HVT genomico. Se construyd mediante la clonacion del fragmento HVT BamHI B [pos. 37.663 a 63.593; Afonso et
al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866] en el plasmido pSP64 (Promega, Madison WI).

CLON SUBGENOMICO 407-32.5G6. El cdsmido 407-32.5G6 contiene una regién de 39.404 pares de bases de ADN
de HVT gendmico [pos. 61.852-101.255; Afonso ef al, 2001, supra; Acc. n.° AF291866]. Esta region incluye
fragmentos HVT BamHI H, C, Q, K1, M, K2, mas 1.742 pares de bases del fragmento B y 3.880 pares de bases del
fragmento J.

CLON SUBGENOMICO 407-32.1C1. El cosmido 407-32.1C1 contiene una region de 37.444 pares de bases de ADN
de HVT gendmico [pos. 96.095-133.538; Afonso et al, 2001, supra; Acc. n.° AF291866]. Esta region incluye
fragmentos HVT BamHlI J, G, |, F, O, mas 1.281 pares de bases del fragmento K2 y 6.691 pares de bases del fragmento
A.

CLON SUBGENOMICO 378-50. El césmido 378-50 contiene una region de 28.897 pares de bases de ADN de HVT

gendmico [véase la Figura 8 del documento US 5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente
documento]. Se construyé mediante la clonacion del fragmento HVT BamHI A [pos. 126848-155744; Afonso et al.,
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2001, supra; Acc. n.° AF291866] en el cosmido pWE15.

Fragmentos de insercion adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1:

CLON SUBGENOMICO 1332-47.A2. El plasmido de insercién 1332-47.A2 contiene un fragmento EcoRI de 7311 pares
de bases de la region corta unica de HVT [pos. 136880-144190; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866], clonado
en el plasmido pSP64 (Promega, Madison WI). Insertado en un sitio Stul Unico dentro del gen US2 HVT [pos.
140540/140541, Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866, entre los restos de aminoacidos 124 y 125] hay 2
elementos: un fragmento Sa/l-Hindlll de 3563 pares de bases de ILTV, cepa de desafio NVSL, lote n.° 83-2 [pos.
10532-14094; Wild et al., Virus Genes 12: 104-116 (1996); Acc. n.° U28832], que codifica los genes de longitud
completa para la glucoproteina D (gD) y la glicoproteina | (gl), mas las regiones de codificacion parcial de la
glucoproteina E (aminoacidos 1-101) y ORF5 (aminoacidos 734-985); y un casete de expresion que consiste en el
promotor HCMV IE, el NDV, la cepa de clone 30, el gen de fusion (F), seguido de una sefial de poliadenilacion sintética.
Los genes ILTV gD, ILTV gl y NDV F se transcriben en la direccion opuesta en relacién con el gen HVT US2.

CLON SUBGENOMICO pSY640. El plasmido pSY640 contiene una region de aproximadamente 13.600 pares de
bases de ADN de HVT genémico [pos. 126848-140540; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866] procedente del
fragmento A de BamHI. Para generar este plasmido, se clon6 en la region del ADN ubicada corriente arriba del gen
US2, que comienza en el sitio Stul ubicado en el gen US2 y que continta hasta el final del fragmento BamHI A, en el
plasmido pSP64 (Promega, Madison WI).

CLON SUBGENOMICO 556-60.6. El plasmido 556-60.6 contiene una region de aproximadamente 12.500 pares de
bases de ADN HVT gendmico procedente del fragmento A de BamHI [pos. 143300 a pos. 155744 aproximado, Afonso
etal., 2001, supra; Acc. n.° AF291866]. Para generar este plasmido, se cloné la region de ADN ubicada corriente abajo
del gen US2 que comienza en el sitio Stul ubicado en el gen US2 y que continta hasta el final del fragmento BamHI A
en el plasmido pSP64 (Promega, Madison WI), y luego se traté con exonucleasa para "masticar" desde el sitio Stul
de150 pb, y se volvio a clonar en el vector plasmido pBR322.

Fragmentos de insercion adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1:

CLON SUBGENOMICO 1332-29.4 El plasmido 1332-29.4 contiene una region de 8.636 pares de bases de ADN de
HVT gendmico procedente de la regién unica larga [pos. 109489-118124; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.°
AF291866], clonado en un derivado del plasmido pNEB193 (Aatll- Pvull eliminado). Esta flanqueado por los sitios Ascl
e incluye los fragmentos BVHI HVT [, S, mas 1337 pares de bases del fragmento G y 1177 pares de bases del
fragmento F. Insertado en un sitio Xhol dentro del marco de lectura abierto HVT UL54.5 [pos. 111240/111241, Afonso
et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866, entre los restos de aminoacidos 21 y 22] hay 2 elementos: un fragmento Sal/l-
Hindlll de 3563 pares de bases de ILTV, cepa de desafio NVSL, lote n.° 83-2 [pos. 10532-14094; Wild et al. 1996,
supra; Acc. n.° U28832], que codifica los genes de longitud completa para la glucoproteina D (gD) y la glicoproteina |
(gl), mas las regiones de codificacion parcial de la glucoproteina E (aminoacidos 1-101) y ORF5 (aminoacidos 734-
985); y un casete de expresién que consiste en el promotor HCMV IE, el NDV, la cepa de clone 30, el gen de fusion
(F), seguido de una sefal de poliadenilacion sintética. Los genes ILTV gD, ILTV gl y NDV F se transcriben en la
direccion opuesta en relacion con el gen HVT UL54.5.

CLON SUBGENOMICO 672-01.A40 El plasmido 672-01 A40 contiene una region de 14.731 pares de bases de ADN
de HVT gendmico procedente de la region Unica larga [pos. 96095-110825; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.°
AF291866], clonado en un derivado del plasmido pNEB193. Esta region incluye fragmentos HVT BamHI G, J y 1281
pares de bases de K2.

CLON SUBGENOMICO 672-07.C40 El plasmido 672-07.C40 contiene una region de 12.520 pares de bases de ADN
de HVT gendmico procedente de la region Unica larga [pos. 116948-129467; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.°
AF291866], clonado en un derivado del plasmido pNEB193. Esta region incluye fragmentos HVT BamHI F, O y 2620
pares de bases de A.

Fragmentos de insercion adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1:

CLON SUBGENOMICO 1196-05.1. El cosmido 1196-05.1 contiene una region de aproximadamente 40.170 pares de
bases de ADN de HVT gendmico [extremo izquierdo-pos. 39.754; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866]
clonado en el cosmido pWE15. Esta regién incluye fragmentos HVT BamHI F; L, P, N1, E, D y 2.092 pares de bases
del fragmento B. Ademas, un casete de expresién que codifica el gen de fusién (F) del NDV, incluido el promotor
HCMV IE y el HSV TK y elementos reguladores de la poliadenilacion se insertdé en una regiéon no codificante entre los
genes HVT UL7 y UL8 dentro del fragmento E de BamHI [pos. 20030-20035; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.°
AF291866]. El gen NDV F se transcribe en la misma direccion que el HVT UL7.

CLON SUBGENOMICO 1317-15.1-1. El plasmido 1317-15.1-1 contiene un fragmento EcoR| de 7311 pares de bases
de la region corta unica de HVT [pos. 136880-144190; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866], clonado en el
plasmido pSP64 (Promega, Madison WI). Ademas, un fragmento Sa/l-Hindlll de 3563 pares de bases de ILTV, cepa
de desafio NVSL, lote n.° 83-2 [pos. 10532-14094; Wild ef al., 1996, supra; Acc. n.° U28832], que codifica los genes
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de longitud completa para la glucoproteina D (gD) y la glicoproteina | (gl), mas las regiones de codificacién parcial de
la glicoproteina E (aminoacidos 1-101) y ORF5 (aminoacidos 734-985) se clonaron en un sitio Stul Unico dentro del
gen US2 HVT [pos. 140540/140541, Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.° AF291866, entre los restos de aminoacidos
124 y 125]. Los genes ILTV gD y gl y se transcriben en la direccién opuesta en relacion con el gen HVT US2.

CLON SUBGENOMICO pSY640. El plasmido pSY640 contiene una region de aproximadamente 13.600 pares de
bases de ADN de HVT genomico [pos. 126848-140540; Afonso et al., 2001, supra,; Acc. n.° AF291866] procedente del
fragmento A de BamHI. Para generar este plasmido, se clon6 en la region del ADN ubicada corriente arriba del gen
US2, que comienza en el sitio Stul ubicado en el gen US2 y que continta hasta el final del fragmento BamHI A, en el
plasmido pSP64 (Promega, Madison WI).

CLON SUBGENOMICO 556-60.6. El plasmido 556-60.6 contiene una regién de aproximadamente 12.500 pares de
bases de ADN HVT gendmico procedente del fragmento A de BamHI [pos. 143300 a pos. 155744 aproximado, Afonso
etal., 2001, supra; Acc. n.° AF291866]. Para generar este plasmido, se cloné la region de ADN ubicada corriente abajo
del gen US2 que comienza en el sitio Stul ubicado en el gen US2 y que continta hasta el final del fragmento BamHI A
en el plasmido pSP64 (Promega, Madison WI), y luego se traté con exonucleasa para "masticar" desde el sitio Stul
de150 pb, y se volvio a clonar en el vector plasmido pBR322.

Protocolo de transfeccién de CaClz convencional: Los CEF secundarios se siembran en placas de cultivo de 6 pocillos
y se incubaron a 38 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas y se forman monocapas confluentes. Para cada pocillo se
mezclo una cantidad total de 0,25 ug de ADN de cosmidos y plasmidos en tampdn Hepes y se afiadiéo CaClz 125 mM
gota a gota hasta que la precipitacion fue inminente. Esta mezcla se afiadié a la monocapa de células CEF y se incubé
durante 2 a 3 horas. Se eliminé el sobrenadante y se afiadié una capa de glicerol al 15 %, y se mantuvo en las células
durante 1 minuto. Luego, esto se elimind, se lavé con PBS y se afiadid medio de cultivo fresco y las células se
incubaron durante 5 dias. A continuacion, las células se recogieron mediante tripsinizacion y las células de las placas
individuales se sembraron cada una en monocapas nuevas de células CEF en placas de 10 cm y se incubaron hasta
alcanzar un 50-90 % de CPE. A continuacion, las células transfectadas amplificadas se recogieron mediante
tripsinizacion y diluciones de 10-2 a 10-4 se colocaron en placas de 10 cm con monocapas de CEF y se incubaron. Al
dia siguiente, las placas se cubrieron con agar y se aislaron varias placas individuales de HVT/NDV/ILTV y se
amplificaron en CEF.

Ejemplo 2

LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DiA CONTRA EL DESAFIO
DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA

Dos vacunas, una que comprendia HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 y la otra, que comprendia 1332-70B1, se evaluaron
para determinar su eficacia en la proteccién de pollos de un desafio del virus de la laringotraqueitis infecciosa.
HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 es un rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de acido nucleico
de la SEQ ID NO: 17 insertada en el sitio de US2 (véase, el Ejemplo 1 anterior). HVT/NDV/ILTV-1332-70B1 es un
rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 17 insertada
en el sitio de UL54.5 (véase, el Ejemplo 1 anterior).

Las preparaciones de vacuna para ambas reservas de virus se prepararon a partir de reservas que se pasaban a
través de células de cultivo de tejido de fibroblastos de embrién de pollo, al menos 8 veces, y se prepard una
preparacion adicional de 11 pasadas de cultivo de tejido y se prob6 para 1332-62E1.

Las vacunas se administraron a pollitos recién nacidos, libres de antigeno especifico (SPF) por via subcutanea. Las
aves fueron desafiadas a las cuatro semanas de edad con el virus virulento de desafio ILTV por via intratraqueal y se
observaron durante 10 dias en busca de signos clinicos de la enfermedad. La incidencia de la enfermedad en estos
pollitos se compar6 con los controles que recibieron una vacuna comercial recombinante HVT/ILTV (Innovax®-ILT, de
Merck Animal Health) o ninguna vacuna. El Cédigo Federal de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las
aves de control no vacunadas muestren signos clinicos para que una prueba sea valida, y al menos el 90 % de las
aves vacunadas deben permanecer libres de signos clinicos para que se considere que proporcionan proteccion
satisfactoria. Los resultados de este estudio se proporcionan en la Tabla 1 a continuacion. Ambas vacunas
recombinantes duales proporcionaron proteccién contra un desafio de ILTV virulento.

Tabla 1
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafio de ILTV virulento
Grupo Vacuna Dosis* $ignos** Mortalidad** Resultados clipiigs yde % de_,
clinicos necropsia proteccion
1 1332:62.E8 | 547 1136 1136 1136 =2,8 % 97.2 %
pasadas
2 1332-62. E 11|1409 |0/36 0/36 0/36 =0 % 100 %
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pasadas

3 (133270 B 85483 |3/36 2/36 3/36 = 8,3 % 91,7 %
pasadas

4 Innovax®-ILT 2200 |0/24 0/24 024=0% 100 %

5a Controles desafiados | NA 10/10 9/10 10/10 =100 % 0%

5p | Controles "INA  |0/10 0/10 0/10 NA
desafiados

*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis de 0,2 ml.

**Los resultados se dan como el nimero de aves positivas por nimero total de aves (n.° de positivos/total).

Ejemplo 3

LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DiA CONTRA EL DESAFIO
DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

Los pollitos libres de antigeno especifico (SPF) de un dia o los embriones de 19 dias se vacunaron con una vacuna
recombinante, HVT/NDV/ILTV-1332-62E1, nivel de pasadas de cultivo de tejidos 11, o una vacuna comercial
recombinante HVT/NDV (Innovax®-ND, comercializada por Merck Animal Health) y luego se desafiaron a las cuatro
semanas de edad con el virus de desafio virulento de la enfermedad de Newcastle (ND), cepa Texas-GB, por via
intramuscular. Después de un periodo de observacion de 14 dias, en los que las aves fueron puntuadas por signos
clinicos de la enfermedad de Newcastle, la incidencia de la enfermedad en cada grupo de pollitos se comparé con los
controles no vacunados. El Cédigo Federal de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las aves de control
no vacunadas muestren signos clinicos para que una prueba sea valida, y al menos el 90 % de las aves vacunadas
deben permanecer libres de signos clinicos para que se considere que una vacuna proporciona una proteccion
satisfactoria. Los resultados de este estudio indican que la vacuna HVT/NDV/ILTV 1332-62E1 recombinante
proporcioné una proteccion satisfactoria contra ND por ambas vias de administracion.

Tabla 2
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafio de NDV virulento
_ . N.° de . .. . . % de
Grupo Vacuna Dosis Via Signos clinicos  Mortalidad L .
aves proteccion
1a 1332-62. E 11 2160 |inovo | 31 0/31=0% 031=0% 100 %
pasadas

1b 1332-62. E 11 2010 | scC 31 031=0% 031=0% 100 %

pasadas

2a Innovax®-ND 2046 | in ovo 32 3/32=9,4% 2/31=6,3% 90,6 %

2b Innovax®-ND 1872 SC 32 1/32=3% 1/32=3% 96,9 %

3 Diluyente de Marek NA SC 12 12/12=100% 12/12=100 % 0%
*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis (dosis de 0,2 mI/SC, dosis de 0,1
ml/in ovo).

**Los resultados se dan como el nimero de aves positivas por nimero total de aves (n.° de positivos/total).

Ejemplo 4

LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DiA CONTRA EL DESAFIO
DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA Y EL DESAFIO DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE
NEWCASTLE

Una vacuna, HVT/NDV/ILT-1317-46.1-1, se evalud para determinar su eficacia en la proteccion de pollos contra el
desafio del virus de la laringotraqueitis infecciosa o el desafio del virus de la enfermedad de Newcastle.
HVT/NDV/ILTV-1317-46.1-1 es un rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de acido nucleico
de la SEQ ID NO: 16 insertada en el sitio de US2 y la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 15 insertada en
el sitio UL7/8, es decir, entre los genes UL7 y UL8 de HVT, (véase, el Ejemplo 1 a continuacién). La preparacion de la
vacuna se preparé a partir de una reserva que se pasaba a través de células de cultivo de tejido de fibroblastos de
embrién de pollito 15 veces.

Las vacunas se administraron a pollitos recién nacidos, libres de antigeno especifico (SPF) por via subcutanea. Las
aves fueron luego desafiadas a las cuatro semanas de edad con el virus de desafio virulento de la laringotraqueitis
infecciosa por via intratraqueal y se observaron durante 10 dias en busca de signos clinicos de la enfermedad, o se
desafiaron con el virus virulento de la enfermedad de Newcastle, cepa Texas-GB, por via intramuscular y se
observaron durante 14 dias. La incidencia de la enfermedad en estos pollitos se compard con los controles que
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recibieron una vacuna comercial recombinante HVT/ILTV , una vacuna HVT/ND o ninguna vacuna. El Cédigo Federal
de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las aves de control no vacunadas muestren signos clinicos para
que una prueba sea valida, y al menos el 90 % de las aves vacunadas deben permanecer libres de signos clinicos
para que se considere que proporcionan proteccion satisfactoria. Los resultados de este estudio se proporcionan en
la Tabla 3 a continuacién. La vacuna HVT/NDV/ILT proporcion6é una proteccion satisfactoria contra el desafio de NDV.
Sin embargo, en este estudio preliminar, la proteccién proporcionada por esta construccién contra un desafio virulento
de ILTV no alcanz6 los requisitos federales, si brindé una proteccion sustancial.

Tabla 3
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafio de NDV y ILTV virulento
Resultados después del desafio
Grupo de Dosis* N.° de ILT NDV
- osis
tratamiento aves N.° de % de N.° de % de
positivos/total** proteccion positivos/total** proteccion
HVT/NDV/ILT — 500 o —no o
1317-46 (p15) 1356 20 4/20=20 % 80% 019=0% 100 %
Innovax®-ILT 1740 20 120=5% 9%5% | - | -
Innovax®-ND 1836 20 | - - 0/20=0% 100 %
Placebo NA 10 10/10 = 100 % 0% 8/8 =100 % 0%
*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis de 0,2 ml. **Los resultados se dan
como el numero de aves positivas (signos clinicos y mortalidad) por numero total de aves (n.° de positivos/total).

Ejemplo 5

HVT/ND/ILTV_ RECOMBINANTE EN COMBINACION CON LA ENFERMEDAD DE LA BOLSA 89/03 EN UNA
VACUNA CONTRA UN VIRUS DE LA ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BOLSA

Los grupos de pollos de un dia (SPF Leghorn) se inocularon con HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 combinado con la vacuna
IBDV 89/03 en el momento de su uso. Un grupo separado de pollitos fueron vacunados con solo la vacuna contra el
IBDV a 3,5 log10TCID50 por dosis. Los pollos fueron desafiados a las 4 semanas de edad con la variante de desafio
E IBDV. A los 10 dias posteriores al desafio, las aves se sometieron a eutanasia y se examinaron para determinar su
peso corporal/bolsa y lesiones graves consecuentes con la enfermedad de la bolsa. Los resultados se analizaron para
determinar su aceptabilidad segun los requisitos aplicables de 9CFR 113.331.

IBDV 89/03 es un producto con licencia que se usa en la industria avicola para proteger las aves contra las cepas
clasicas y variantes del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa. La dosis objetivo para la vacuna contra el IBDV
89/03 fue de 3,5 log-io TCID50 por dosis de 0,2 ml. La dosis objetivo para HVT/NDV/ILT fue de 3000 UPF por dosis
de 0,2 ml. Para lograr las dosis objetivo en el volumen final del diluyente de la vacuna, la vacuna HVT/NDV/ILTV-1332-
62E1 se diluyd para contener 6000 UPF en 0,2 ml, que es el doble de la dosis objetivo. La vacuna 89/03 se diluyé para
contener 3,8 logio TCIDso, que es el doble de la dosis objetivo. Para el grupo 1, la vacuna combinada se preparé
combinando volumenes iguales de la vacuna HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 y la vacuna 89/03. Para el grupo 2, que
recibié solo la vacuna 89/03, se afiadié un volumen igual de diluyente. Los pollos de un dia en cada grupo de
tratamiento recibieron 0,2 ml de la vacuna respectiva o placebo por via subcutanea (SC) (véase la Tabla 4).

Tabla 4
DISENO EXPERIMENTAL
Grupo | N.° Vacuna Dosis HVT- (89/03) Variante E IBDV
Desafio Necropsia
Edad N.° de
aves
1 45 HVT/NDV/ILT + 89/03 3000- (3,5 log1o 4 =240 10 dias después del
TCIDso) semanas desafio
2 45 89/03 NA- (3,5 log1o 4 =240 10 dias después del
TCIDso) semanas desafio
3 45| Controles desafiados con - 4 240 10 dias después del
placebo semanas desafio
4 30 Controles sin desafio de - 225 10 dias después del
placebo desafio

Al eclosionar, los pollitos en cada uno de los grupos de tratamiento de vacunas se marcaron con un conjunto de
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numeros de etiquetas aleatorios asignados mediante el programa de aleatorizaciéon de EXCEL. Ademas, las aves
extraidas de cada corral a los 7 dias posteriores al desafio para el examen histologico de las bolsas se determinaron
al azar mediante el programa de aleatorizacion de EXCEL.

Los pollitos fueron desafiados a las cuatro semanas de edad con el virus de desafio de la variante E IBDV. Cada pollo
recibié 0,06 ml que contienen aproximadamente 102,2 de EID50 por dosis mediante gotas para los ojos. A los siete
dias posteriores al desafio, se eliminaron 6-9 aves de cada grupo para la evaluacion histolégica de las bolsas
individuales (véase la Tabla 5). Las muestras de bolsa se recolectaron de cada pollo desafiado con cuidado para
recolectar el tejido que no habia sido aplastado o apretado por las pinzas. La muestra de tejido se coloc6é en un
recipiente individual de formalina al 10 %.

La bolsa de cada pollo desafiado con el virus IBD-Var E se registr6 como negativa o positiva para atrofia bursal,
lesiones macroscopicas totales y/o agotamiento de linfocitos segun lo determinado por el examen histolégico. Las
lesiones de bolsa incluyeron hemorragia macroscopica, edema/exudados, color crema/amarillo, estrias o atrofia grave.
La atrofia de bolsa se midi6 pesando individualmente cada pollo al gramo mas cercano. Las bolsas se pesaron
individualmente a la centésima de gramo mas cercana. Se calcularon las relaciones de peso corporal/bolsa para cada
ave que empleaba la formula, relacién PB/PC: (Peso de la bolsa + entre el peso corporal) x 1000. Una relacion de
peso de bolsa a peso corporal de mas de 2 desviaciones estandar del control desafiado se considera negativa y
protectora de la enfermedad de la bolsa infecciosa. Los resultados de este estudio mostraron que los grupos de
tratamiento de vacunas 1 y 2 eran negativos para IBD (es decir, no eran estadisticamente diferentes del control sin
desafio con placebo) lo que indica que ambas vacunas fueron eficaces y que demuestra ademas que no hubo
interferencia de la proteccién proporcionada por la cepa 89/03 de la vacuna contra el desafio del IBDV debido a la
construccién HVT/NDV/ILT recombinante que también esta presente en la vacuna multivalente (véase la Tabla 5).

Tabla 5

Dia 7 DATOS DE NECROPSIA PARA EL DESAFIO DE LA VARIANTE E IBDV
Grupo |N.° Vacuna Relacion PB/PC media de la bolsa

1 9 HVT/NDV/ILT + 89/03 5,464

2 9 89/03 5,715

3 9 | Controles desafiados con placebo 1,874 (DE+0,641)**
4 6 | Controles sin desafio de placebo |5,838
** 2 DE del control es estadisticamente diferente.

Ejemplo 6

SECUENCIAS

Las siguientes secuencias se han usado en las construcciones a modo de ejemplo de rHVT. Las secuencias de
codificacion proporcionadas a continuacion incluyen codones de parada individuales, que pueden reemplazarse
facilmente con codones de parada alternativos sin modificar las propiedades de los antigenos de proteina que codifican
las secuencias de codificacion.

Glicoproteina ILTV gD, secuencia de codificacién (SEQ ID NO: 1)

ATGCACCGTCCTCATCTCAGACGGCACTCGCGTTACTACGCGAAAGGAGAGGTGCTTAACAAACACAT
GGATTGCGGTGGAAAACGGTGCTGCTCAGGCGCAGCTGTATTCACTCTTTTCTGGACTTGTGTCAGGA
TTATGCGGGAGCATATCTGCTTTGTACGCAACGCTATGGACCGCCATTTATTTTTGAGGAATGCTTTT
TGGACTATCGTACTGCTTTCTTCCTTCGCTAGCCAGAGCACCGCCGCCGTCACGTACGACTACATTTT
AGGCCGTCGCGCGCTCGACGCGCTAACCATACCGGCGGTTGGCCCGTATAACAGATACCTCACTAGGG
TATCAAGAGGCTGCGACGTTGTCGAGCTCAACCCGATTTCTAACGTGGACGACATGATATCGGCGGCC
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AAAGAAAARAGAGAAGGGGGGCCCTTTCGAGGCCTCCGTCGTCTGGTTCTACGTGATTAAGGGCGACGA
CGGCGAGGACAAGTACTGTCCAATCTATAGAAAAGAGTACAGGGAATGTGGCGACGTACAACTGCTAT
CTGAATGCGCCGTTCAATCTGCACAGATGTGGGCAGTGGACTATGTTCCTAGCACCCTTGTATCGCGA
AATGGCGCGGGACTGACTATATTCTCCCCCACTGCTGCGCTCTCTGGCCAATACTTGCTGACCCTGAA
AATCGGGAGATTTGCGCAAACAGCTCTCGTAACTCTAGAAGTTAACGATCGCTGTTTAAAGATCGGGT
CGCAGCTTAACTTTTTACCGTCGAAATGCTGGACAACAGAACAGTATCAGACTGGATTTCAAGGCGAA
CACCTTTATCCGATCGCAGACACCAATACACGACACGCGGACGACGTATATCGGGGATACGAAGATAT
TCTGCAGCGCTGGAATAATTTGCTGAGGAAAAAGAATCCTAGCGCGCCAGACCCTCGTCCAGATAGCG
TCCCGCAAGAAATTCCCGCTGTAACCAAGAAAGCGGAAGGGCGCACCCCGGACGCAGAAAGCAGCGAA
AAGAAGGCCCCTCCAGAAGACTCGGAGGACGACATGCAGGCAGAGGCTTCTGGAGAAAATCCTGCCGC
CCTCCCCGAAGACGACGAAGTCCCCGAGGACACCGAGCACGATGATCCAAACTCGGATCCTGACTATT
ACAATGACATGCCCGCCGTGATCCCGGTGGAGGAGACTACTAAAAGTTCTAATGCCGTCTCCATGCCC
ATATTCGCGGCGTTCGTAGCCTGCGCGGTCGCGCTCGTGGGGCTACTGGTTTGGAGCATCGTAAAATG
CGCGCGTAGCTAA

Glicoproteina ILTV gD (SEQ ID NO: 2)

MHRPHLRRHSRYYAKGEVLNKHMDCGGKRCCSGAAVETLEWTICVRIMREHICEFVRNAMDRHLEFLRNAF
WIIVLLSSFASQSTAAVTYDYILGRRALDALTIPAVGPYNRYLTRVSRGCDVVELNPISNVDDMISAA
KEKEKGGPFEASVVWEYVIKGDDGEDKYCPIYRKEYRECGDVQLLSECAVQSAQMWAVDYVPSTLVSR
NGAGLTIFSPTAALSGQYLLTLKIGRFAQTALVTLEVNDRCLKIGSQLNEFLPSKCWITEQYQTGEFQGE
HLYPTADTNTRHADDVYRGYEDILORWNNLLRKKNPSAPDPRPDSVPQEIPAVTKKAEGRTPDAESSE
KKAPPEDSEDDMQAEASGENPAALPEDDEVPEDTEHDDPNSDPDYYNDMPAVIPVEETTKSSNAVSMP
IFAAFVACAVALVGLLVWSIVKCARS

Glicoproteina ILTV gl, secuencia de codificacion (SEQ ID NO: 3

ATGGCATCGCTACTTGGAACTCTGGCTCTCCTTGCCGCGACGCTCGCACCCTTCGGCGCGATGGGAAT
CGTGATCACTGGAAATCACGTCTCCGCCAGGATTGACGACGATCACATCGTGATCGTCGCGCCTCGCC
CCGAAGCTACAATTCAACTGCAGCTATTTTTCATGCCTGGCCAGAGACCCCACAAACCCTACTCAGGA
ACCGTCCGCGTCGCGTTTCGGTCTGATATAACAAACCAGTGCTACCAGGAACTTAGCGAGGAGCGCTT
TGAAAATTGCACTCATCGATCGTCTTCTGTTTTTGTCGGCTGTAAAGTGACCGAGTACACGTTCTCCG
CCTCGAACAGACTAACCGGACCTCCACACCCGTTTAAGCTCACTATACGAAATCCTCGTCCGAACGAC
AGCGGGATGTTCTACGTAATTGTTCGGCTAGACGACACCAAAGAACCCATTGACGTCTTCGCGATCCA
ACTATCGGTGTATCAATTCGCGAACACCGCCGCGACTCGCGGACTCTATTCCAAGGCTTCGTGTCGCA
CCTTCGGATTACCTACCGTCCAACTTGAGGCCTATCTCAGGACCGAGGAAAGTTGGCGCAACTGGCAA
GCGTACGTTGCCACGGAGGCCACGACGACCAGCGCCGAGGCGACAACCCCGACGCCCGTCACTGCAAC
CAGCGCCTCCGAACTTGAAGCGGAACACTTTACCTTTCCCTGGCTAGAAAATGGCGTGGATCATTACG
AACCGACACCCGCAAACGAAAATTCAAACGTTACTGTCCGTCTCGGGACAATGAGCCCTACGCTAATT
GGGGTAACCGTGGCTGCCGTCGTGAGCGCAACGATCGGCCTCGTCATTGTAATTTCCATCGTCACCAG
AAACATGTGCACCCCGCACCGAAAATTAGACACGGTCTCGCAAGACGACGAAGAACGTTCCCAAACTA
GAAGGGAATCGCGAAAATTTGGACCCATGGTTGCGTGCGAAATAAACAAGGGGGCTGACCAGGATAGT
GAACTTGTGGAACTGGTTGCGATTGTTAACCCGTCTGCGCTAAGCTCGCCCGACTCAATAAAAATGTG
A

Glicoproteina ILTV gl (SEQ ID NO: 4

MASLLGTLALLAATLAPFGAMGIVITGNHVSARIDDDHIVIVAPRPEATIQLOLFFMPGORPHKPYSG
TVRVAFRSDITNQCYQELSEERFENCTHRSSSVEVGCKVTIEYTEFSASNRLTGPPHPEKLTIRNPRPND
SGMEYVIVRLDDTKEPIDVFATIQLSVYQFANTAATRGLYSKASCRTFGLPTVQLEAYLRTEESWRNWQ
AYVATEATTTSAEATTPTPVTATSASELEAEHFTEFPWLENGVDHYEPTPANENSNVTVRLGTMSPTLT
GVIVAAVVSATIGLVIVISIVTRNMCTPHRKLDTVSQDDEERSQTRRESRKEGPMVACEINKGADQDS
ELVELVAIVNPSALSSPDSIKM
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Proteina NDV F, secuencia de codificacién (SEQ ID NO: 5): clone 30

ATGGGCCCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGTACCTATGATGCTGACTGTCCGAGTCGCGCTGGTACT
GAGTTGCATCTGTCCGGCAAACTCCATTGATGGCAGGCCTCTTGCGGCTGCAGGAATTGTGGTTACAG
GAGACAAAGCCGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTCCTCCCGAAT
CTGCCCAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGCCCCCTTGGATGCATACAACAGGACATTGACCACTTT
GCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGTAGGATACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAGGGGGGAGAC
AGGGGCGCCTTATAGGCGCCATTATTGGCGGTGTGGCTCTTGGGGTTGCAACTGCCGCACAAATAACA
GCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACAAAATGCTGCCAACATCCTCCGACTTAAAGAGAGCATTGC
CGCAACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGGAAGA
TGCAGCAGTTTGTTAATGACCAATTTAATAAAACAGCTCAGGAATTAGACTGCATCAAAATTGCACAG
CAAGTTGGTGTAGAGCTCAACCTGTACCTAACCGAATTGACTACAGTATTCGGACCACAAATCACTTC
ACCTGCTTTAAACAAGCTGACTATTCAGGCACTTTACAATCTAGCTGGTGGAAATATGGATTACTTAT
TGACTAAGTTAGGTGTAGGGAACAATCAACTCAGCTCATTAATCGGTAGCGGCTTAATCACCGGTAAC
CCTATTCTATACGACTCACAGACTCAACTCTTGGGTATACAGGTAACTCTACCTTCAGTCGGGAAGCT
AAATAATATGCGTGCCACCTACTTGGAAACCTTATCCGTAAGCACAACCAGGGGATTTGCCTCGGCAC
TTGTCCCAAAAGTGGTGACACAGGTCGGTTCTGTGATAGAAGAACTTGACACCTCATACTGTATAGAA
ACTGACTTACATTTATATTGTACAAGAATAGTAACGTTCCCTATGTCCCCTGGTATTTATTCCTGCTT
GAGCGGCAATACGTCGGCCTGTATGTACTCAAAGACCGAAGGCGCACTTACTACACCATACATGACTA
TCAAAGGTTCAGTCATCGCCAACTGCAAGATGACAACATGTAGATGTGTAAACCCCCCGGGTATCATA
TCGCAAAACTATGGAGAAGCCGTGTCTCTAATAGATAAACAATCATGCAATGTTTTATCCTTAGGCGG
GATAACTTTAAGGCTCAGTGGGGAATTCGATGTAACTTATCAGAAGAATATCTCAATACAAGATTCTC
AAGTAATAATAACAGGCAATCTTGATATCTCAACTGAGCTTGGGAATGTCAACAACTCGATCAGTAAT
GCTTTGAATAAGTTAGAGGAAAGCAACAGAAAACTAGACAAAGTCAATGTCAAACTGACTAGCACATC
TGCTCTCATTACCTATATCGTGTTGACTATCATATCTCTTGTITTTTIGGTATACTTAGCCTGATTCTAG
CATGCTACCTAATGTACAAGCAAAAGGCGCAACAAAAGACCTTATTATGGCTTGGGAATAATACTCTA
GATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATGTGA

5 Proteina NDV F (SEQ ID NO: 6): clone 30

MGPRPSTKNPVPMMLTVRVALVLSCICPANSIDGRPLAAAGIVVTGDKAVNIYTSSQTGSIIVKLLPN
LPKDKEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSIRRIQESVTTSGGGRQGRLIGATIIGGVALGVATAAQIT
AAAALTIQAKONAANILRLKESIAATNEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMOQOEFVNDOQENKTAQELDCIKIAQ
QVGVELNLYLTELTTVEGPQITSPALNKLTIQALYNLAGGNMDYLLTKLGVGNNQLSSLIGSGLITGN
PILYDSQTQLLGIQVTLPSVGKLNNMRATYLETLSVSTTRGFASALVPKVVTQVGSVIEELDTSYCIE
TDLHLYCTRIVTIEFPMSPGIYSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMTIKGSVIANCKMTITCRCVNPPGII
SONYGEAVSLIDKQSCNVLSLGGITLRLSGEFDVTYQKNISIQDSQVITITGNLDISTELGNVNNSISN
ALNKLEESNRKLDKVNVKLTSTSALITYIVLTIISLVFGILSLILACYLMYKQKAQOKTLLWLGNNTL
DOMRATTKM
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Proteina NDV F, secuencia de codificacion (SEQ ID NO: 7): (B1 Hitchner)

ATGGATCGATCCCGGTTGGCGCCCTCCAGGTGCAGGATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGC
ACCTATGATGCTGACTATCCGGGTCGCGCTGGTACTGAGTTGCATCTGTCCGGCAAACTCCATTGATG
GCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGTTACAGGAGACAAAGCAGTCAACATATACACCTCATCC
CAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTCCTCCCGAATCTGCCAAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGC
CCCCTTGGATGCATACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGTAGGA
TACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAGGGGGGAGACAGGGGCGCCTTATAGGCGCCATTATTGGCGGT
GTGGCTCTTGGGGTTGCAACTGCCGCACAAATAACAGCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACAAAA
TGCTGCCAACATCCTCCGACTTAAAGAGAGCATTGCCGCAACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACTG
ACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGGAAGATGCAGCAGTTCGTTAATGACCAATTTAATAAA
ACAGCTCAGGAATTAGACTGCATCAAAATTGCACAGCAAGTTGGTGTAGAGCTCAACCTGTACCTAAC
CGAATCGACTACAGTATTCGGACCACAAATCACTTCACCTGCCTTAAACAAGCTGACTATTCAGGCAC
TTTACAATCTAGCTGGTGGGAATATGGATTACTTATTGACTAAGTTAGGTATAGGGAACAATCAACTC
AGCTCATTAATCGGTAGCGGCTTAATCACCGGTAACCCTATTCTATACGACTCACAGACTCAACTCTT
GGGTATACAGGTAACTCTACCTTCAGTCGGGAACCTAAATAATATGCGTGCCACCTACTTGGAAACCT
TATCCGTAAGCACAACCAGGGGATTTGCCTCGGCACTTGTCCCAAAAGTGGTGACACGGGTCGGTTCT

GTGATAGAAGAACTTGACACCTCATACTGTATAGAAACTGACTTAGATTTATATTGTACAAGAATAGT
AACGTTCCCTATGTCCCCTGGTATTTACTCCTGCTTGAGCGGCAATACATCGGCCTGTATGTACTCAA
AGACCGAAGGCGCACTTACTACACCATATATGACTATCAAAGGCTCAGTCATCGCTAACTGCAAGATG
ACAACATGTAGATGTGTAAACCCCCCGGGTATCATATCGCAAAACTATGGAGAAGCCGTGTCTCTAAT
AGATAAACAATCATGCAATGTTTTATCCTTAGGCGGGATAACTTTAAGGCTCAGTGGGGAATTCGATG
TAACTTATCAGAAGAATATCTCAATACAAGATTCTCAAGTAATAATAACAGGCAATCTTGATATCTCA
ACTGAGCTTGGGAATGTCAACAACTCGATCAGTAATGCCTTGAATAAGTTAGAGGAAAGCAACAGAAA
ACTAGACAAAGTCAATGTCAAACTGACCAGCACATCTGCTCTCATTACCTATATCGTTTTGACTATCA
TATCTCTTGTTTTTGGTATACTTAGCCTGATTCTAGCATGCTACCTAATGTACAAGCAAAAGGCGCAA
CAAAAGACCTTATTATGGCTTGGGAATAATACCCTAGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATGTGA

Proteina NDV F (SEQ ID NO: 8): (B1 Hitchner)

MDRSRLAPSRCRMGSRPSTKNPAPMMLTIRVALVLSCICPANSIDGRPLAAAGIVVTGDKAVNIYTSS
QTGSIIVKLLPNLPKDKEACAKAPLDAYNRTLTTLLTPLGDSIRRIQESVITSGGGROQGRLIGAITIGG
VALGVATAAQITAAAALIQAKONAANTILRLKESIAATNEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMOQFVNDQFNK
TAQELDCIKIAQQVGVELNLYLTESTTVEGPQITSPALNKLTIQALYNLAGGNMDYLLTKLGIGNNQL
SSLIGSGLITGNPILYDSQTQLLGIQVTLPSVGNLNNMRATYLETLSVSTTRGFASALVPKVVTRVGS
VIEELDTSYCIETDLDLYCTRIVTFPMSPGIYSCLSGNTSACMYSKTEGALTTPYMT IKGSVIANCKM
TTCRCVNPPGIISQNYGEAVSLIDKQSCNVLSLGGITLRLSGEFDVTYQKNISIQDSQVIITGNLDIS
TELGNVNNSISNALNKLEESNRKLDKVNVKLTSTSALITYIVLTIISLVEGILSLILACYLMYKQKAQ
QKTLLWLGNNTLDOMRATTRKM

Promotor ILTV gD (SEQ ID NO: 9)

AAACAGCTGTACTACAGAGTAACCGATGGAAGAACATCGGTCCAGCTAATGTGCCTGTCGTGCACGAG
CCATTCTCCGGAACCTTACTGTCTTTTCGACACGTCTCTTATAGCGAGGGAAAAAGATATCGCGCCAG
AGTTATACTTTACCTCTGATCCGCAAACGGCATACTGCACAATAACTCTGCCGTCCGGCGTTGTTCCG
AGATTCGAATGGAGCCTTAATAATGTTTCACTGCCGGAATATTTGACGGCCACGACCGTTGTTTCGCA
TACCGCTGGCCAAAGTACAGTGTGGAAGAGCAGCGCGAGAGCAGGCGAGGCGTGGATTTCTGGCCGGEG
GAGGCAATATATACGAATGCACCGTCCTCATCTCAGACGGCACTCGCGTTACTACGCGAAAGGAGAGG
TGCTTAACAAACACATGGATTGCGGTGGAAAACGGTGCTGCTCAGGCGCAGCTGTATTCACTCTTTTC
TGGACTTGTGTCAGGATTATGCGGGAGCATATCTGCTTTGTACGCAACGCT
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Promotor ILTV gl (SEQ ID NO: 10

TGACTATTACAATGACATGCCCGCCGTGATCCCGGTGGAGGAGACTACTAAAAGTTCTAATGCCGTCT
CCATGCCCATATTCGCGGCGTTCGTAGCCTGCGCGGTCGCGCTCGTGGGGCTACTGGTTTGGAGCATC
GTAAAATGCGCGCGTAGCTAATCGAGCCTAGAATAGGTGGTTTCTTCCTACATGCCACGCCTCACGCT
CATAATATAAATCACATGGAATAGCATACCAATGCCTATTCATTGGGACGTTCGAAAAGC

Promotor hCMV IE (SEQ ID NO: 11): (truncado)

CGCGCCAGGTCAATTCCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTA
CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGAT
AGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCAC
CAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGCGT
GTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCC
ACGCTGTTTTGACCTCCATA

Promotor hCMV IE (SEQ ID NO: 12): (Cepa Towne)

GTGAATAATAAAATGTGTGTTTGTCCGAAATACGCGTTTGAGATTTCTGTCCCGACTAAATTCATGTC
GCGCGATAGTGGTGTTTATCGCCGATAGAGATGGCGATATTGGAAAAATCGATATTTGAAAATATGGC
ATATTGAAAATGTCGCCGATGTGAGTTTCTGTGTAACTGATATCGCCATTTTTCCAAAAGTTGATTTT

TGGGCATACGCGATATCTGGCGATACGCTTATATCGTTTACGGGGGATGGCGATAGACGCCTTTGGTG
ACTTGGGCGATTCTGTGTGTCGCAAATATCGCAGTTTCGATATAGGTGACAGACGATATGAGGCTATA
TCGCCGATAGAGGCGACATCAAGCTGGCACATGGCCAATGCATATCGATCTATACATTGAATCAATAT
TGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATAC
GTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATT
GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTC
CGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTC
AATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATT
TACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTC
AATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCA
GTACATCTACGTATTAGTICATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTITGGCAGTACATCAATGGGCGTG
GATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGG
CACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAG
GCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCC
ATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGG

Senal de poliadenilacion sintética (SEQ ID NO: 13)

GGAATTCTAGATCCCACGTCACTATTIGTATACTCTATATTATACTCTATGTTATACTCTGTAATCCTA
CTCAATAAACGTGTCACGCCTGTGAAACCGTACTAAGTCTCCCGTGTCTTCTTATCACCATCAGGTGA
CATCCTCGCCCAGGCTGTCAATCATGCCGGTATCGATTCCAGTAGCACCGGCCCCACGCTGACAACCC
ACTCTTGCAGCGTTAGCAGCGCCCCTCTTAACAAGCCGACCCCCACCAGCGTCGCGGTTACTAACACT
CCTCTCCCC

Seiial de poliadenilacién HSV TK (SEQ ID NO: 14)

GGGAGATGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGALCGGC
AATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAG
GGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGACCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTC
CCCACCCCAACCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAAGCCCTG
CCATAGCCACGGGCCCCGTGGGTTAGGGACGGGGTCCCCCATGGGGAATGGTTTATGGTTCGTGGGGE
TTATTATTTTGGGCGTTGCGTGGGGTCAGGTCCACGACTGGACTGAGCAGACAGACCCATGGTTTTTG
GATGGCCTGGGCATGGACCGCATGTACTGGCGCGACACGAACACCGGGCGETCTGTGGCTGCCAAACALC
CCCCGACCCCCAAAAACCACCGCGCGGATTTCTGGCGCCGCCGGALCG
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Insercion de casete IE-NDV F (virus 1317-46) (SEQ ID NO: 15): (3593 pb)

TAATTAACCCGGGAAGCTTGCATGCCTGCAGTGAATAATAAAATGTGTGTTTGTCCGAAATACGCGTT
TGAGATTTCTGTCCCGACTAAATTCATGTCGCGCGATAGTGGTGTTTATCGCCGATAGAGATGGCGAT
ATTGGAAAAATCGATATTTGAAAATATGGCATATTGAAAATGTCGCCGATGTGAGTTTCTGTGTAACT
GATATCGCCATTTTTCCAAAAGTTGATTTTTGGGCATACGCGATATCTGGCGATACGCTTATATCGTT
TACGGGGGATGGCGATAGACGCCTTTGGTGACTTGGGCGATTICTGTGTGTCGCAAATATCGCAGTTTC
GATATAGGTGACAGACGATATGAGGCTATATCGCCGATAGAGGCGACATCAAGCTGGCACATGGCCAA
TGCATATCGATCTATACATTGAATCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATA
AATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCCATATCATAATATGTACATTTATATTGGCT
CATGTCCAACATTACCGCCATGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGG
TCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTG
ACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGA
CTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTAT
CATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTA
CATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGA
TGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCAC
CCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAA
CTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTT
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TAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTITTGACCTCCATAGAAGACACCGGGAC
CATGGATCGATCCCGGTTGGCGCCCTCCAGGTGCAGGATGGGCTCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAG
CACCTATGATGCTGACTATCCGGGTCGCGCTGGTACTGAGTTIGCATCTGTCCGGCAAACTCCATTGAT
GGCAGGCCTCTTGCAGCTGCAGGAATTGTGGTTACAGGAGACAAAGCAGTCAACATATACACCTCATC
CCAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTCCTCCCGAATCTGCCAAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAG
CCCCCTTGGATGCATACAACAGGACATTGACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGTAGG
ATACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAGGGGGGAGACAGGGGCGCCTTATAGGCGCCATTATTGGCGG
TGTGGCTCTTGGGGTTGCAACTGCCGCACAAATAACAGCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACAAA
ATGCTGCCAACATCCTCCGACTTAAAGAGAGCATTGCCGCAACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACT
GACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAGTTGGGAAGATGCAGCAGTTCGTTAATGACCAATTTAATAA
AACAGCTCAGGAATTAGACTGCATCAAAATTGCACAGCAAGTTGGTGTAGAGCTCAACCTGTACCTAA
CCGAATCGACTACAGTATTCGGACCACAAATCACTTCACCTGCCTTAAACAAGCTGACTATTCAGGCA
CTTTACAATCTAGCTGGTGGGAATATGGATTACTTATTGACTAAGTTAGGTATAGGGAACAATCAACT
CAGCTCATTAATCGGTAGCGGCTTAATCACCGGTAACCCTATTCTATACGACTCACAGACTCAACTCT
TGGGTATACAGGTAACTCTACCTTCAGTCGGGAACCTAAATAATATGCGTGCCACCTACTTGGAAACC
TTATCCGTAAGCACAACCAGGGGATTTGCCTCGGCACTTGTCCCAAAAGTGGTGACACGGGTCGGTTC
TGTGATAGAAGAACTTGACACCTCATACTGTATAGAAACTGACTTAGATTTATATTGTACAAGAATAG
TAACGTTCCCTATGTCCCCTGGTATTTACTCCTGCTTGAGCGGCAATACATCGGCCTGTATGTACTCA
AAGACCGAAGGCGCACTTACTACACCATATATGACTATCAAAGGCTCAGTCATCGCTAACTGCAAGAT
GACAACATGTAGATGTGTAAACCCCCCGGGTATCATATCGCAAAACTATGGAGAAGCCGTGTCTICTAA
TAGATAAACAATCATGCAATGTTTTATCCTTAGGCGGGATAACTTTAAGGCTCAGTGGGGAATTCGAT
GTAACTTATCAGAAGAATATCTCAATACAAGATTCTCAAGTAATAATAACAGGCAATCTTGATATCTC
AACTGAGCTTGGGAATGTCAACAACTCGATCAGTAATGCCTTGAATAAGTTAGAGGAAAGCAACAGAA
AACTAGACAAAGTCAATGTCAAACTGACCAGCACATCTGCTCTCATTACCTATATCGTTTTGACTATC
ATATCTCTTGTTTTTGGTATACTTAGCCTGATTCTAGCATGCTACCTAATGTACAAGCAAAAGGCGCA
ACAAAAGACCTTATTATGGCTTGGGAATAATACCCTAGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATGTGAA
CACAGATGAGGAACGAAGGTTTCCCTAATAGTAATTTGTGTGAAAGTTCTGGTAGTCTGTCAGTTCGG
AGAGTTAAGAAAAAAAAAARAACCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTGGGTACGATCCTCTAGAGTC
GGGAGATGGGGGAGGCTAACTGAAACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGC
AATAAAAAGACAGAATAAAACGCACGGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAG
GGCTGGCACTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGACCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTC
CCCACCCCAACCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGCGGCAAGCCCTG
CCATAGCCACGGGCCCCGTGGGTTAGGGACGGGGTCCCCCATGGGGAATGGTTTATGGTTCGTGGGGG
TTATTATTTTGGGCGTTGCGTGGGGTCAGGTCCACGACTGGACTGAGCAGACAGACCCATGGTTTITTG
GATGGCCTGGGCATGGACCGCATGTACTGGCGCGACACGAACACCGGGCGTCTGTGGCTGCCARACAC
CCCCGACCCCCAAAAACCACCGCGCGGATTTCTGGCGCCGCCGGACGTCGACTTAAT

Secuencia de insercion de ILTV (SEQ ID NO: 16) (fragmento Sall - Hindlll de 3563 bp):

gTCGACGGCAGAGTCGCAGACGCCCCTATTGGACGTCAAAATTGTAGAGGTGAAGTTTTCAAACGATG
GCGAAGTAACGGCGACTTGCGTTTCCACCGTCAAATCTCCCTATAGGGTAGAAACTAATTGGAAAGTA
GACCTCGTAGATGTAATGGATGAAATTTCTGGGAACAGTCCCGCCGGGGTTTTTAACAGTAATGAGAA
ATGGCAGAAACAGCTGTACTACAGAGTAACCGATGGAAGAACATCGGTCCAGCTAATGTGCCTGTCGT
GCACGAGCCATTCTCCGGAACCTTACTGTICTTTTCGACACGTCTCTTATAGCGAGGGAAAAAGATATC
GCGCCAGAGTTATACTTTACCTCTGATCCGCAAACGGCATACTGCACAATAACTCTGCCGTCCGGCGT
TGTTCCGAGATTCGAATGGAGCCTTAATAATGTTTCACTGCCGGAATATTTGACGGCCACGACCGTTG
TTTCGCATACCGCTGGCCAAAGTACAGTGTGGAAGAGCAGCGCGAGAGCAGGCGAGGCGTGGATTTCT
GGCCGGGGAGGCAATATATACGAATGCACCGTCCTCATCTCAGACGGCACTCGCGTTACTACGCGAAA
GGAGAGGTGCTTAACAAACACATGGATTGCGGTGGAAAACGGTGCTGCTCAGGCGCAGCTGTATTCAC
TCTTTTCTGGACTTGTGTCAGGATTATGCGGGAGCATATCTGCTTTGTACGCAACGCTATGGACCGCC
ATTTATTTTTGAGGAATGCTTTTTGGACTATCGTACTGCTTTCTTCCTTCGCTAGCCAGAGCACCGCC
GCCGTCACGTACGACTACATTTTAGGCCGTCGCGCGCTCGACGCGCTAACCATACCGGCGGTTGGCCC
GTATAACAGATACCTCACTAGGGTATCAAGAGGCTGCGACGTTGTCGAGCTCAACCCGATTTCTAACG
TGGACGACATGATATCGGCGGCCAAAGAAARAAGAGAAGGGGGGCCCTTTCGAGGCCTCCGTCGTCTGG
TTCTACGTGATTAAGGGCGACGACGGCGAGGACAAGTACTGTCCAATCTATAGAAAAGAGTACAGGGA
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ATGTGGCGACGTACAACTGCTATCTGAATGCGCCGTTCAATCTGCACAGATGTGGGCAGTGGACTATG
TTCCTAGCACCCTTGTATCGCGAAATGGCGCGGGACTGACTATATTCTCCCCCACTGCTGCGCTCTCT
GGCCAATACTTGCTGACCCTGAAAATCGGGAGATTTGCGCAAACAGCTCTCGTAACTCTAGAAGTTAA
CGATCGCTGTTTAAAGATCGGGTCGCAGCTTAACTTTTTACCGTCGAAATGCTGGACAACAGAACAGT
ATCAGACTGGATTTCAAGGCGAACACCTTTATCCGATCGCAGACACCAATACACGACACGCGGACGAC
GTATATCGGGGATACGAAGATATTCTGCAGCGCTGGAATAATTTGCTGAGGAAAAAGAATCCTAGCGC
GCCAGACCCTCGTCCAGATAGCGTCCCGCAAGAAATTCCCGCTGTAACCAAGAAAGCGGAAGGGCGLCA
CCCCGGACGCAGAAAGCAGCGAAAAGAAGGCCCCTCCAGAAGACTCGGAGGACGACATGCAGGCAGAG
GCTTCTGGAGAAAATCCTGCCGCCCTCCCCGAAGACGACGAAGTCCCCGAGGACACCGAGCACGATGA
TCCAAACTCGGATCCTGACTATTACAATGACATGCCCGCCGTGATCCCGGTGGAGGAGACTACTAARA
GTTCTAATGCCGTCTCCATGCCCATATTCGCGGCGTTCGTAGCCTGCGCGGTCGCGCTCGTGGGGCTA
CTGGTTTGGAGCATCGTAAAATGCGCGCGTAGCTAATCGAGCCTAGAATAGGTGGTTTCTTCCTACAT
GCCACGCCTCACGCTCATAATATAAATCACATGGAATAGCATACCAATGCCTATTCATTGGGACGTTC
GAAAAGCATGGCATCGCTACTTGGAACTCTGGCTCTCCTTGCCGCGACGCTCGCACCCTTCGGCGCGA
TGGGAATCGTGATCACTGGAAATCACGTCTCCGCCAGGATTGACGACGATCACATCGTGATCGTCGCG
CCTCGCCCCGAAGCTACAATTCAACTGCAGCTATTTTTCATGCCTGGCCAGAGACCCCACAAACCCTA
CTCAGGAACCGTCCGCGTCGCGTTTCGGTCTGATATAACAAACCAGTGCTACCAGGAACTTAGCGAGG
AGCGCTTTGAAAATTGCACTCATCGATCGTCTTCTGTTTTTGTCGGCTGTAAAGTGACCGAGTACACG
TTCTCCGCCTCGAACAGACTAACCGGACCTCCACACCCGTTTAAGCTCACTATACGAAATCCTCGTCC
GAACGACAGCGGGATGTTCTACGTAATTGTTCGGCTAGACGACACCAAAGAACCCATTGACGTCTTCG
CGATCCAACTATCGGTGTATCAATTCGCGAACACCGCCGCGACTCGCGGACTCTATTCCAAGGCTTCG
TGTCGCACCTTCGGATTACCTACCGTCCAACTTGAGGCCTATCTCAGGACCGAGGAAAGTTGGCGCAA
CTGGCAAGCGTACGTTGCCACGGAGGCCACGACGACCAGCGCCGAGGCGACAACCCCGALCGLCCCGTCA
CTGCAACCAGCGCCTCCGAACTTGAAGCGGAACACTTTACCTTTCCCTGGCTAGAAAATGGCGTGGAT
CATTACGAACCGACACCCGCAAACGAAAATTCAAACGTTACTGTCCGTCTCGGGACAATGAGCCCTAC
GCTAATTGGGGTAACCGTGGCTGCCGTCGTGAGCGCAACGATCGGCCTCGTCATTGTAATTTCCATCG
TCACCAGAAACATGTGCACCCCGCACCGAAAATTAGACACGGTCTCGCAAGACGACGAAGAACGTTCC
CAAACTAGAAGGGAATCGCGAAAATTTGGACCCATGGTTGCGTGCGAAATAAACAAGGGGGCTGACCA
GGATAGTGAACTTGTGGAACTGGTTGCGATTGTTAACCCGTCTGCGCTAAGCTCGCCCGACTCAATAA
AAATGTGATTAAGTCTGAATGTGGCTCTCCAATCATTTCGATTCTCTAATCTCCCAATCCTCTCAAAA
GGGGCAGTATCGGACACGGACTGGGAGGGGCGTACACGATAGTTATATGGTACAGCAGAGGCCTCTGA
ACACTTAGGAGGAGAATTCAGCCGGGGAGAGCCCCTGTTGAGTAGGCTTGGGAGCATATTGCAGGATG
AACATGTTAGTGATAGTTCTCGCCTCTTGTCTTGCGCGCCTAACTTTTGCGACGCGACACGTCCTICTT
TTTGGAAGGCACTCAGGCTGTCCTCGGGGAAGATGATCCCAGAAACGTTCCGGAAGGGACTGTAATCA
AATGGACAAAAGTCCTGCGGAACGCGTGCAAGATGAAGGCGGCCGATGTCTGCTCTTCGCCTAACTAT
TGCTTTCATGATTTAATTTACGACGGAGGAAAGAAAGACTGCCCGCCCGCGGGACCCCTGTCTGCAAA
CCTGGTAATTTTACTAAAGCGCGGCGAAAgCLL

Insercion de casete de expresiéon dual (SEQ ID NO: 17): 5920 pb

gTCGACGGCAGAGTCGCAGACGCCCCTATTGGACGTCAAAATTGTAGAGGTGAAGTTTTCAAACGATG
GCGAAGTAACGGCGACTTGCGTTTCCACCGTCAAATCTCCCTATAGGGTAGAAACTAATTGGAAAGTA
GACCTCGTAGATGTAATGGATGAAATTTCTGGGAACAGTCCCGCCGGGGTTTTTAACAGTAATGAGAA
ATGGCAGAAACAGCTGTACTACAGAGTAACCGATGGAAGAACATCGGTCCAGCTAATGTGCCTGTCGT
GCACGAGCCATTCTCCGGAACCTTACTGTCTITTTCGACACGICTCTTATAGCGAGGGAAAAAGATATC
GCGCCAGAGTTATACTTTACCTCTGATCCGCAAACGGCATACTGCACAATAACTCTGCCGTCCGGCGT
TGTTCCGAGATTCGAATGGAGCCTTAATAATGTTTCACTGCCGGAATATTTGACGGCCACGACCGTTG
TTTCGCATACCGCTGGCCAAAGTACAGTGTGGAAGAGCAGCGCGAGAGCAGGCGAGGCGTGGATTTCT
GGCCGGGGAGGCAATATATACGAATGCACCGTCCTCATCTCAGACGGCACTCGCGTTACTACGCGAAA
GGAGAGGTGCTTAACAAACACATGGATTGCGGTGGAAAACGGTGCTGCTCAGGCGCAGCTGTATTCAC
TCTTTTCTGGACTTGTGTCAGGATTATGCGGGAGCATATCTGCTTTGTACGCAACGCTATGGACCGCC
ATTTATTTTTGAGGAATGCTTTTTGGACTATCGTACTGCTTTCTTCCTTCGCTAGCCAGAGCACCGCC
GCCGTCACGTACGACTACATTTTAGGCCGTCGCGCGCTCGACGCGCTAACCATACCGGCGGTTGGCCC
GTATAACAGATACCTCACTAGGGTATCAAGAGGCTGCGACGTTGTCGAGCTCAACCCGATTTCTAACG
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TGGACGACATGATATCGGCGGCCAAAGAAAAAGAGAAGGGGGGCCCTTTCGAGGCCTCCGTCGTCTGG
TTCTACGTGATTAAGGGCGACGACGGCGAGGACAAGTACTGTCCAATCTATAGAAAAGAGTACAGGGA
ATGTGGCGACGTACAACTGCTATCTGAATGCGCCGTTCAATCTGCACAGATGTGGGCAGTGGACTATG
TTCCTAGCACCCTTGTATCGCGAAATGGCGCGGGACTGACTATATTCTCCCCCACTGCTGCGCTCTCT
GGCCAATACTTGCTGACCCTGAAAATCGGGAGATTTGCGCAAACAGCTCTCGTAACTCTAGAAGTTAA
CGATCGCTGTTTAAAGATCGGGTCGCAGCTTAACTTTTTACCGTCGAAATGCTGGACAACAGAACAGT
ATCAGACTGGATTTCAAGGCGAACACCTTTATCCGATCGCAGACACCAATACACGACACGCGGACGAC
GTATATCGGGGATACGAAGATATTCTGCAGCGCTGGAATAATTTGCTGAGGAAAAAGAATCCTAGCGC
GCCAGACCCTCGTCCAGATAGCGTCCCGCAAGAAATTCCCGCTGTAACCAAGAAAGCGGAAGGGCGLCA
CCCCGGACGCAGAAAGCAGCGAAAAGAAGGCCCCTCCAGAAGACTCGGAGGACGACATGCAGGCAGAG
GCTTCTGGAGAAAATCCTGCCGCCCTCCCCGAAGACGACGAAGTCCCCGAGGACACCGAGCACGATGA
TCCAAACTCGGATCCTGACTATTACAATGACATGCCCGCCGTGATCCCGGTGGAGGAGACTACTAAAA
GTTCTAATGCCGTCTCCATGCCCATATTCGCGGCGTTCGTAGCCTGCGCGGTCGCGCTCGTGGGGCTA
CTGGTTTGGAGCATCGTAAAATGCGCGCGTAGCTAATCGAGCCTAGAATAGGTGGTTTCTTCCTACAT
GCCACGCCTCACGCTCATAATATAAATCACATGGAATAGCATACCAATGCCTATTCATTGGGACGTTC
GAAAAGCATGGCATCGCTACTTGGAACTCTGGCTCTCCTTGCCGCGACGCTCGCACCCTTCGGCGLCGA
TGGGAATCGTGATCACTGGAAATCACGTCTCCGCCAGGATTGACGACGATCACATCGTGATCGTCGCG
CCTCGCCCCGAAGCTACAATTCAACTGCAGCTATTTTTCATGCCTGGCCAGAGACCCCACAAACCCTA
CTCAGGAACCGTCCGCGTCGCGTTTCGGTCTGATATAACARAACCAGTGCTACCAGGAACTTAGCGAGG
AGCGCTTTGAAAATTGCACTCATCGATCGTCTTCTGTTTTTGTCGGCTGTAAAGTGACCGAGTACACG
TTCTCCGCCTCGAACAGACTAACCGGACCTCCACACCCGTTTAAGCTCACTATACGAAATCCTCGTCC
GAACGACAGCGGGATGTTCTACGTAATTGTTCGGCTAGACGACACCAAAGAACCCATTGACGTCTTCG
CGATCCAACTATCGGTGTATCAATTCGCGAACACCGCCGCGACTCGCGGACTCTATTCCAAGGCTTCG
TGTCGCACCTTCGGATTACCTACCGTCCAACTTGAGGCCTATCTCAGGACCGAGGAAAGTTGGCGCAA
CTGGCAAGCGTACGTTGCCACGGAGGCCACGACGACCAGCGCCGAGGCGACAACCCCGALCGCCLCGTCA
CTGCAACCAGCGCCTCCGAACTTGAAGCGGAACACTTTACCTITTCCCTGGCTAGAAAATGGCGTGGAT
CATTACGAACCGACACCCGCAAACGAAAATTCAAACGTTACTGTCCGTCTCGGGACAATGAGCCCTAC
GCTAATTGGGGTAACCGTGGCTGCCGTCGTGAGCGCAACGATCGGCCTCGTCATTGTAATTTCCATCG
TCACCAGAAACATGTGCACCCCGCACCGAAAATTAGACACGGTCTCGCAAGACGACGAAGAACGTTCC
CAAACTAGAAGGGAATCGCGAAAATTTGGACCCATGGTTGCGTGCGAAATAAACAAGGGGGCTGACCA
GGATAGTGAACTTGTGGAACTGGTTGCGATTGTTAACCCGTCTGCGCTAAGCTCGCCCGACTCAATAA
AAATGTGATTAAGTCTGAATGTGGCTCTCCAATCATTTCGATTCTCTAATCTCCCAATCCTCTCAAAA
GGGGCAGTATCGGACACGGACTGGGAGGGGCGTACACGATAGTTATATGGTACAGCAGAGGCCTCTGA
ACACTTAGGAGGAGAATTCAGCCGGGGAGAGCCCCTGTTGAGTAGGCTTGGGAGCATATTGCAGGATG
AACATGTTAGTGATAGTTCTCGCCTICTTGTCTTGCGCGCCTAACTTTTGCGACGCGACACGTCCTCTT
TTTGGAAGGCACTCAGGCTGTCCTCGGGGAAGATGATCCCAGAAACGTTCCGGAAGGGACTGTAATCA
AATGGACAAAAGTCCTGCGGAACGCGTGCAAGATGAAGGCGGCCGATGTCTGCTCTTCGCCTAACTAT
TGCTTTCATGATTTAATTTACGACGGAGGAAAGAAAGACTGCCCGCCCGCGGGACCCCTGTCTGCAAA
CCTGGTAATTTTACTAAAGCGCGGCGAAAGCTTCGCGCCAGGTCAATTCCCTGGCATTATGCCCAGTA
CATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGA
TGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCAC
CCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAA
CTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTT
AGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGTTGC
GCCGCCACCATGGGCCCCAGACCTTCTACCAAGAACCCAGTACCTATGATGCTGACTGTCCGAGTCGC
GCTGGTACTGAGTTGCATCTGTCCGGCAAACTCCATTGATGGCAGGCCTCTTGCGGCTGCAGGAATTG
TGGTTACAGGAGACAAAGCCGTCAACATATACACCTCATCCCAGACAGGATCAATCATAGTTAAGCTC
CTCCCGAATCTGCCCAAGGATAAGGAGGCATGTGCGAAAGCCCCCTTGGATGCATACAACAGGACATT
GACCACTTTGCTCACCCCCCTTGGTGACTCTATCCGTAGGATACAAGAGTCTGTGACTACATCTGGAG
GGGGGAGACAGGGGCGCCTTATAGGCGCCATTATTGGCGGTGTGGCTCTTGGGGTTGCAACTGCCGCA
CAAATAACAGCGGCCGCAGCTCTGATACAAGCCAAACAAAATGCTGCCAACATCCTCCGACTTARAAGA
GAGCATTGCCGCAACCAATGAGGCTGTGCATGAGGTCACTGACGGATTATCGCAACTAGCAGTGGCAG
TTGGGAAGATGCAGCAGTTTGTTAATGACCAATTTAATAAAACAGCTCAGGAATTAGACTGCATCAAA
ATTGCACAGCAAGTTGGTGTAGAGCTCAACCTGTACCTAACCGAATTGACTACAGTATTCGGACCACA
AATCACTTCACCTGCTTTAAACAAGCTGACTATTCAGGCACTTTACAATCTAGCTGGTGGAAATATGG
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ATTACTTATTGACTAAGTTAGGTGTAGGGAACAATCAACTCAGCTCATTAATCGGTAGCGGCTTAATC
ACCGGTAACCCTATTCTATACGACTCACAGACTCAACTCTTGGGTATACAGGTAACTCTACCTTCAGT
CGGGAAGCTAAATAATATGCGTGCCACCTACTTGGAAACCTTATCCGTAAGCACAACCAGGGGATTTG
CCTCGGCACTTGTCCCAAAAGTGGTGACACAGGTCGGTTCTGTGATAGAAGAACTTGACACCTCATAC
TGTATAGAAACTGACTTACATTTATATTGTACAAGAATAGTAACGTTCCCTATGTCCCCTGGTATTTA
TTCCTGCTTGAGCGGCAATACGTCGGCCTGTATGTACTCAAAGACCGAAGGCGCACTTACTACACCAT
ACATGACTATCAAAGGTTCAGTCATCGCCAACTGCAAGATGACAACATGTAGATGTGTAAACCCCCCG
GGTATCATATCGCAAAACTATGGAGAAGCCGTGTCTCTAATAGATAAACAATCATGCAATGTTTTATC
CTTAGGCGGGATAACTTTAAGGCTCAGTGGGGAATTCGATGTAACTTATCAGAAGAATATCTCAATAC
AAGATTCTCAAGTAATAATAACAGGCAATCTTGATATCTCAACTGAGCTTGGGAATGTCAACAACTCG
ATCAGTAATGCTTTGAATAAGTTAGAGGAAAGCAACAGAAAACTAGACAAAGTCAATGTCAAACTGAC
TAGCACATCTGCTCTCATTACCTATATCGTGTTGACTATCATATCTICTTGTTTTTGGTATACTTAGCC
TGATTCTAGCATGCTACCTAATGTACAAGCAAAAGGCGCAACAAAAGACCTTATTATGGCTTGGGAAT
AATACTCTAGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATGTGAGGATCTCTCGAGGAATTCTAGATCCCACG
TCACTATTGTATACTCTATATTATACTCTATGTTATACTCTGTAATCCTACTCAATAAACGTGTCACG
CCTGTGAAACCGTACTAAGTCTCCCGTGTCTTCTTATCACCATCAGGTGACATCCTCGCCCAGGCTGT
CAATCATGCCGGTATCGATTCCAGTAGCACCGGCCCCACGCTGACAACCCACTCTTGCAGCGTTAGCA
GCGCCCCTCTTAACAAGCCGACCCCCACCAGCGTCGCGGTTACTAACACTCCTCTCCCCGACCTGCAA
CTAGT

El alcance de la presente invencion no debe limitarse a las realizaciones especificas descritas en el presente
documento. De hecho, diversas modificaciones de la invencién, ademas de las descritas en el presente documento,
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior. En el sentido mas amplio, la invencion
es como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Se entiende ademas que todos los tamarios de bases o los tamafios de aminoacidos, y todos los valores de pesos
moleculares o masas moleculares, proporcionados para los acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se
proporcionas para la descripcién.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Intervet International BV Cook, Stephanie Morsey, Mohamad Petersen, Gary Sondermeijer, Paulus JA
<120>CONSTRUCCIONES DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE MAREK RECOMBINANTES NO
PATOGENAS QUE CODIFICAN ANTIGENOS DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA Y DEL
VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
<130>2011.029-US-PCT

<150> 61/549.844
<151>21/10/2011

<160> 17

<170> Patentln versién 3.5
<210>1

<211> 1305

<212> ADN

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 1
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atgcaccgtc
aaacacatgg
tggacttgtg
catttatttt
agcaccgccg
ataccggcgg
gtcgagctca
aaggggggcc
gaggacaagt
ctatctgaat
cttgtatcge
caatacttgc
gttaacgatc
acaacagaac
aatacacgac
aatttgctga
gaaattcccg
aagaaggccc
cctgecegecece
tcggatcctg
agttctaatg
gtggggctac
<210>2

<211> 434
<212> PRT

ctcatctcag
attgeggtgg
tcaggattat
tgaggaatgc
ccgtcacgta
ttggcecegta
acccgatttce
ctttcgaggce
actgtccaat
gcgecgtteca
gaaatggcgce
tgaccctgaa
gctgtttaaa
agtatcagac
acgcggacga
ggaaaaagaa
ctgtaaccaa
ctccagaaga
tccececgaaga
actattacaa
ccgtctceccat

tggtttggag
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acggcactcg
aaaacggtgc
gcgggagceat
tttttggact
cgactacatt
taacagatac
taacgtggac
ctcegtegte
ctatagaaaa
atctgcacag
gggactgact
aatcgggaga
gatcgggtcg
tggatttcaa
cgtatatcgg
tcctagegeg
gaaagcggaa
ctcggaggac
cgacgaagtc
tgacatgcce
gcccatatte

catcgtaaaa

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 2

cgttactacg
tgctcaggeg
atctgcetttg
atcgtactgce
ttaggccgtce
ctcactaggg
gacatgatat
tggttctacg
gagtacaggg
atgtgggcag
atattctcce
tttgcgcaaa
cagcttaact
ggcgaacacce
ggatacgaag
ccagaccctce
gggcgcaccce
gacatgcagg
cccgaggaca
gccgtgatcee
gcggegtteg

tgcgegegta

29

cgaaaggaga
cagctgtatt
tacgcaacgce
tttcttcectt
gcgcgctecga
tatcaagagg
cggcggccaa
tgattaaggg
aatgtggcga
tggactatgt
ccactgctge
cagctctcgt
ttttaccgtce
tttatccgat
atattctgca
gtccagatag
cggacgcaga
cagaggcttc
ccgagcacga
cggtggagga
tagcctgege

gctaa

ggtgcttaac
cactctttte
tatggaccge
cgctagccag
cgcgctaacce
ctgcgacgtt
agaaaaagag
cgacgacggc
cgtacaactg
tcctagcace
gctctetgge
aactctagaa
gaaatgctgg
cgcagacacc
gcgctggaat
cgtccegecaa
aagcagcgaa
tggagaaaat
tgatccaaac
gactactaaa

ggtcgecgcete

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1305



Met

Glu

Gly

Glu

Arg

Ser

Asp

Arg

Val

Phe

145

Glu

Asp

His

Val

Ala

His

50

Asn

Thr

Ala

Val

Asp

130

Glu

Asp

Val

Arg

Leu

Ala

35

Ile

Ala

Ala

Leu

Ser

115

Asp

Ala

Lys

Gln

Pro

Asn

20

Val

Cys

Phe

Ala

Thr

100

Arg

Met

Ser

Tyr

Leu
180

His

Lys

Phe

Phe

Trp

Val

85

Ile

Gly

Ile

Val

Cys

165

Leu
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Leu

His

Thr

Val

Thr

70

Thr

Pro

Cys

Ser

Val

150

Pro

Ser

Arg

Met

Leu

Arg

55

Ile

Tyr

Ala

Asp

Ala

135

Trp

Ile

Glu

Arg

Asp

Phe

40

Asn

Val

Asp

Val

Val

120

Ala

Phe

Tyr

Cys

His

Cys

25

Trp

Ala

Leu

Tyr

Gly

105

Val

Lys

Tyr

Arg

Ala
185

30

Ser

10

Gly

Thr

Met

Leu

Ile

90

Pro

Glu

Glu

Val

Lys

170

Val

Arg

Gly

Cys

Asp

Ser

75

Leu

Tyr

Leu

Lys

Ile

155

Glu

Gln

Tyr

Lys

Val

Arg

Ser

Gly

Asn

Asn

Glu

140

Lys

Tyr

Ser

Tyr

Arg

Arg

45

His

Phe

Arg

Arg

Pro

125

Lys

Gly

Arg

Ala

Ala

Cys

30

Ile

Leu

Ala

Arg

Tyr

110

Ile

Gly

Asp

Glu

Gln
190

Lys

15

Cys

Met

Phe

Ser

Ala

95

Leu

Ser

Gly

Asp

Cys

175

Met

Gly

Ser

Arg

Leu

Gln

80

Leu

Thr

Asn

Pro

Gly

160

Gly

Trp



Ala

Leu

Thr

225

Val

Ser

His

Tyr

Lys

305

Glu

Glu

Gln

Glu

Tyr

385

Ser

Ala

Arg

Val

Thr

210

Leu

Asn

Lys

Leu

Arg

290

Lys

Ile

Ser

Ala

Val

370

Tyr

Ser

Val

Ser

Asp

195

Ile

Lys

Asp

Cys

Tyr

275

Gly

Asn

Pro

Ser

Glu

355

Pro

Asn

Asn

Ala

Tyr

Phe

Ile

Arg

Trp

260

Pro

Tyr

Pro

Ala

Glu

340

Ala

Glu

Asp

Ala

Leu
420

val

Ser

Gly

Cys

245

Thr

Ile

Glu

Ser

Val

325

Lys

Ser

Asp

Met

val

405

val

ES 2700243 T3

Pro

Pro

Arg

230

Leu

Thr

Ala

Asp

Ala

310

Thr

Lys

Gly

Thr

Pro

390

Ser

Gly

Ser

Thr

215

Phe

Lys

Glu

Asp

Ile

295

Pro

Lys

Ala

Glu

Glu

375

Ala

Met

Leu

Thr

200

Ala

Ala

Ile

Gln

Thr

280

Leu

Asp

Lys

Pro

Asn

360

His

Val

Pro

Leu

Leu

Ala

Gln

Gly

Tyr

265

Asn

Gln

Pro

Ala

Pro

345

Pro

Asp

Ile

Ile

Val
425

31

Val

Leu

Thr

Ser

250

Gln

Thr

Arg

Arg

Glu

330

Glu

Ala

Asp

Pro

Phe

410

Trp

Ser

Ser

Ala

235

Gln

Thr

Arg

Trp

Pro

315

Gly

Asp

Ala

Pro

Val

395

Ala

Ser

Arg

Gly

220

Leu

Leu

Gly

His

Asn

300

Asp

Arg

Ser

Leu

Asn

380

Glu

Ala

Ile

Asn

205

Gln

Val

Asn

Phe

Ala

285

Asn

Ser

Thr

Glu

Pro

365

Ser

Glu

Phe

Val

Gly

Tyr

Thr

Phe

Gln

270

Asp

Leu

Vval

Pro

Asp

350

Glu

Asp

Thr

Val

Lys
430

Ala

Leu

Leu

Leu

255

Gly

Asp

Leu

Pro

Asp

335

Asp

Asp

Pro

Thr

Ala

415

Cys

Gly

Leu

Glu

240

Pro

Glu

Val

Arg

Gln

320

Ala

Met

Asp

Asp

Lys

400

Cys

Ala
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15

ES 2700243 T3

<210>3

<211> 1089

<212> ADN

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 3

atggcatcgc tacttggaac tctggctcte cttgccgega cgectcgcace cttecggegeg 60
atgggaatcg tgatcactgg aaatcacgtc tccgccagga ttgacgacga tcacatcgtg 120
atcgtcgege ctcecgecccecga agctacaatt caactgcage tatttttcat gecctggecag 180
agaccccaca aaccctactc aggaaccgtce cgegtcgegt ttceggtctga tataacaaac 240
cagtgctacc aggaacttag cgaggagcgc tttgaaaatt gcactcatcg atcgtcttct 300
gtttttgtcg gectgtaaagt gaccgagtac acgttctcecg cctcgaacag actaaccgga 360
cctccacacce cgtttaagect cactatacga aatcctegtce cgaacgacag cgggatgttce 420
tacgtaattg ttcggctaga cgacaccaaa gaacccattg acgtcttcge gatccaacta 480
tcggtgtatc aattcgecgaa caccgccgeg actcgeggac tctattccaa ggettegtgt 540
cgcaccttcg gattacctac cgtccaactt gaggcctatc tcaggaccga ggaaagttgg 600
cgcaactggc aagcgtacgt tgccacggag gccacgacga ccagcgccga ggcgacaacce 660
ccgacgcccg tcactgcaac cagcgectcce gaacttgaag cggaacactt tacctttcececce 720
tggctagaaa atggcgtgga tcattacgaa ccgacacccg caaacgaaaa ttcaaacgtt 780
actgtcegte tcgggacaat gagccctacg ctaattgggg taaccgtgge tgecegtegtg 840
agcgcaacga tcggcctegt cattgtaatt tccatcgtca ccagaaacat gtgcacccceg 900
caccgaaaat tagacacggt ctcgcaagac gacgaagaac gttcccaaac tagaagggaa 960
tcgcgaaaat ttggacccat ggttgecgtge gaaataaaca agggggctga ccaggatagt 1020
gaacttgtgg aactggttgc gattgttaac ccgtctgecge taagctcgec cgactcaata 1080
aaaatgtga 1089
<210> 4

<211> 362

<212> PRT

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 4

Met Ala Ser Leu Leu Gly Thr Leu Ala Leu Leu Ala Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15

Pro Phe Gly Ala Met Gly Ile Val Ile Thr Gly Asn His Val Ser Ala
20 25 30

Arg Ile Asp Asp Asp His Ile Val Ile Val Ala Pro Arg Pro Glu Ala

32



Thr

Pro

65

Gln

Arg

Ser

Ile

Arg

145

Ser

Lys

Tyr

Thr

Thr

225

Trp

Asn

Gly

Ile

50

Tyr

Cys

Ser

Ala

Arg

130

Leu

Val

Ala

Leu

Glu

210

Ala

Leu

Ser

Val

35

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ser

115

Asn

Asp

Tyr

Ser

Arg

195

Ala

Thr

Glu

Asn

Thr
275

Leu

Gly

Gln

Ser

100

Asn

Pro

Asp

Gln

Cys

180

Thr

Thr

Ser

Asn

Val

260

Val

Gln

Thr

Glu

85

val

Arg

Arg

Thr

Phe

165

Arg

Glu

Thr

Ala

Gly

245

Thr

Ala

ES 2700243 T3

Leu

Val

70

Leu

Phe

Leu

Pro

Lys

150

Ala

Thr

Glu

Thr

Ser

230

Val

Val

Ala

Phe

55

Arg

Ser

Val

Thr

Asn

135

Glu

Asn

Phe

Ser

Ser

215

Glu

Asp

Arg

Val

40

Phe

Val

Glu

Gly

Gly

120

Asp

Pro

Thr

Gly

Trp

200

Ala

Leu

His

Leu

Val
280

Met

Ala

Glu

Cys

105

Pro

Ser

Ile

Ala

Leu

185

Arg

Glu

Glu

Tyr

Gly

265

Ser

33

Pro

Phe

Arg

90

Lys

Pro

Gly

Asp

Ala

170

Pro

Asn

Ala

Ala

Glu

250

Thr

Ala

Gly

Arg

75

Phe

Val

His

Met

Val

155

Thr

Thr

Trp

Thr

Glu

235

Pro

Met

Thr

Gln

60

Ser

Glu

Thr

Pro

Phe

140

Phe

Arg

Val

Gln

Thr

220

His

Thr

Ser

Ile

45

Arg

Asp

Asn

Glu

Phe

125

Tyr

Ala

Gly

Gln

Ala

205

Pro

Phe

Pro

Pro

Gly
285

Pro

Ile

Cys

Tyr

110

Lys

Val

Ile

Leu

Leu

190

Tyr

Thr

Thr

Ala

Thr

270

Leu

His

Thr

Thr

95

Thr

Leu

Ile

Gln

Tyr

175

Glu

Val

Pro

Phe

Asn

255

Leu

Val

Lys

Asn

80

His

Phe

Thr

Val

Leu

160

Ser

Ala

Ala

Val

Pro

240

Glu

Ile

Ile



10

Val

Ile

Ser Ile

290

Asp
305

Ser

Asp

Ala

<210>5
<211> 1662
<212> ADN

Thr

Arg

Gln

Leu

Val Ser

Phe

Lys

Ser
340

Asp

Ser Ser

355

ES 2700243 T3

Val Thr Arg

295

Gln Asp

310

Asp

Gly Pro Met

325

Glu Leu Val

Pro Asp Ser

<213> Virus de la enfermedad de Newcastle

<400> 5

atgggcccca
ctggtactga
ggaattgtgg
atcatagtta
ttggatgcat
aggatacaag
attattggcg
ctgatacaag
accaatgagg
aagatgcagc
aaaattgcac
ttcggaccac
ctagctggtg
agctcattaa
caactcttgg
acctacttgg
aaagtggtga
actgacttac

tcectgettga

gaccttctac
gttgcatctg
ttacaggaga
agctcctceccece
acaacaggac
agtctgtgac
gtgtggctct
ccaaacaaaa
ctgtgcatga
agtttgttaa
agcaagttgg
aaatcacttc
gaaatatgga
tcggtagegg
gtatacaggt
aaaccttatc
cacaggtcgg
atttatattg

gcggcaatac

caagaaccca
tccggcaaac
caaagccgtce
gaatctgcce
attgaccact
tacatctgga
tggggttgca
tgctgccaac
ggtcactgac
tgaccaattt
tgtagagctc
acctgecttta
ttacttattg
cttaatcacc
aactctacct
cgtaagcaca
ttctgtgata
tacaagaata

gtcggectgt

Asn Met

Glu

Glu

Val Ala

Cys

Arg

Cys

Thr Pro

300

Ser Gln

315

Glu Ile

330

Glu Leu

345

Ile
360

Lys

gtacctatga
tccattgatg
aacatataca
aaggataagg
ttgctcacce
ggggggagac
actgccgcac
atcctccgac
ggattatcgce
aataaaacag
aacctgtacc
aacaagctga
actaagttag
ggtaacccta
tcagtcggga
accaggggat
gaagaacttg
gtaacgttcc

atgtactcaa

34

Val

Ala Ile

Met

tgctgactgt
gcaggcctct
cctcatccca
aggcatgtgc
ccecttggtga
aggggegect
aaataacagc
ttaaagagag
aactagcagt
ctcaggaatt
taaccgaatt
ctattcaggce
gtgtagggaa
ttctatacga
agctaaataa
ttgcectegge
acacctcata
ctatgtccce

agaccgaagg

His

Thr

Asn

Val

335

350

ccgagtegeg
tgcggetgeca
gacaggatca
gaaagccccce
ctctatcegt
tataggcgcce
ggccgcagct
cattgcecgea
ggcagttggg
agactgcatc
gactacagta
actttacaat
caatcaactc
ctcacagact
tatgecgtgee
acttgtccca
ctgtatagaa
tggtatttat

cgcacttact

Arg Lys Leu

Arg Arg Glu

320

Lys Gly Ala

Asn Pro Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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acaccataca
tgtgtaaacc
aaacaatcat
gatgtaactt
cttgatatct
ttagaggaaa
ctcattacct
ctagcatgct
aataatactc
<210>6

<211> 553
<212> PRT

tgactatcaa
cceccegggtat
gcaatgtttt
atcagaagaa
caactgagct
gcaacagaaa
atatcgtgtt
acctaatgta

tagatcagat

ES 2700243 T3

aggttcagtc
catatcgcaa
atccttagge
tatctcaata
tgggaatgtc
actagacaaa
gactatcata
caagcaaaag

gagagccact

<213> Virus de la enfermedad de Newcastle

<400> 6
Met
1

Val

Asp

Ala

Gly

Arg

Gly

Val

Pro Arg

Val Ala

20

Arg Pro

35

Asn Ile

50

Leu

65

Leu

Asp

Arg

Val

Leu

Asp

Ser

Gln

Ala

Pro Asn

Ala Tyr

Ile Arg

100

Gly
115

Arg

Thr Ala

130

Pro Ser Thr

5

Leu Val Leu

Leu Ala Ala

Thr Ser

55

Tyr

Pro
70

Leu Lys

Asn Thr

85

Arg

Arg Ile Gln

Leu Ile Gly

Ala Gln Ile

135

atcgccaact
aactatggag
gggataactt
caagattctc
aacaactcga
gtcaatgtca
tctettgttt
gcgcaacaaa

acaaaaatgt

Lys Asn

Ser Cys

25

Ala
40

Gly

Ser Gln

Asp Lys

Leu Thr

Glu Ser

105

Ala
120

Ile

Thr Ala

35

Pro

10

Ile

Ile

Thr

Glu

Thr

90

Val

Ile

Ala

gcaagatgac
aagccgtgtce
taaggctcag
aagtaataat
tcagtaatgce
aactgactag
ttggtatact

agaccttatt

ga

Val Pro

Pro

Cys

Val Vval

Met

Ala

Thr

aacatgtaga
tctaatagat
tggggaattc
aacaggcaat
tttgaataag
cacatctgct
tagcctgatt

atggcttggg

Met Leu

15

Asn Ser

30

Gly Asp

45

Ser
60

Gly

Ala
75

Cys
Leu Leu
Thr

Thr

Gly Gly

Ile

Ala

Thr

Ser

Val

Ile Val

Ala

Lys

Leu
95

Pro

Gly
110

Gly

Ala Leu

125

Ala Ala

140

Leu

Ile Gln

Thr

Ile

Lys

Lys

Pro

80

Gly

Gly

Gly

Ala

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1662



Lys

145

Thr

Val

Thr

Glu

Ile

225

Leu

Asn

Pro

Leu

Thr

305

Lys

Tyr

Phe

Ala

Thr
385

Gln

Asn

Ala

Ala

Leu

210

Thr

Ala

Asn

Ile

Pro

290

Leu

Val

Cys

Pro

Cys

370

Ile

Asn

Glu

Val

Gln

195

Asn

Ser

Gly

Gln

Leu

275

Ser

Ser

Val

Ile

Met

355

Met

Lys

Ala

Ala

Gly

180

Glu

Leu

Pro

Gly

Leu

260

Tyr

Val

Val

Thr

Glu

340

Ser

Tyr

Gly

Ala

val

165

Lys

Leu

Tyr

Ala

Asn

245

Ser

Asp

Gly

Ser

Gln

325

Thr

Pro

Ser

Ser

ES 2700243 T3

Asn

150

His

Met

Asp

Leu

Leu

230

Met

Ser

Ser

Lys

Thr

310

Val

Asp

Gly

Lys

Val
390

Ile

Glu

Gln

Cys

Thr

215

Asn

Asp

Leu

Gln

Leu

295

Thr

Gly

Leu

Ile

Thr

375

Ile

Leu

Val

Gln

Ile

200

Glu

Lys

Tyr

Ile

Thr

280

Asn

Arg

Ser

His

Tyr

360

Glu

Ala

Arg

Thr

Phe

185

Lys

Leu

Leu

Leu

Gly

265

Gln

Asn

Gly

Val

Leu

345

Ser

Gly

Asn

36

Leu

Asp

170

Val

Ile

Thr

Thr

Leu

250

Ser

Leu

Met

Phe

Ile

330

Tyr

Cys

Ala

Cys

Lys

155

Gly

Asn

Ala

Thr

Ile

235

Thr

Gly

Leu

Arg

Ala

315

Glu

Cys

Leu

Leu

Lys
395

Glu

Leu

Asp

Gln

Val

220

Gln

Lys

Leu

Gly

Ala

300

Ser

Glu

Thr

Ser

Thr

380

Met

Ser

Ser

Gln

Gln

205

Phe

Ala

Leu

Ile

Ile

285

Thr

Ala

Leu

Arg

Gly

365

Thr

Thr

Ile

Gln

Phe

190

Val

Gly

Leu

Gly

Thr

270

Gln

Tyr

Leu

Asp

Ile

350

Asn

Pro

Thr

Ala

Leu

175

Asn

Gly

Pro

Tyr

Val

255

Gly

Val

Leu

Val

Thr

335

Val

Thr

Tyr

Cys

Ala

160

Ala

Lys

Val

Gln

Asn

240

Gly

Asn

Thr

Glu

Pro

320

Ser

Thr

Ser

Met

Arg
400
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Cys

Ser

Thr

Ser

Val

Leu

Leu

Ile

Asn Pro

Ile Asp

420

Arg Leu

435

Gln Asp

450

Thr

465

Leu

Ser

Val

Gln

Glu

Glu

Thr

Phe

Lys

Leu Gly

Glu

Ser

Ala
500

Ser

Gly
515

Ile

Ala Gln

530

Asp
545

<210>7
<211> 1698
<212> ADN

Gln

Met Arg

ES 2700243 T3

Pro Ile

405

Gly

Lys Gln Ser

Ser Gly Glu

Gln Val

455

Ser

Val
470

Asn Asn

Asn
485

Arg Lys

Leu Ile Thr

Leu Ser Leu

Thr
535

Gln Lys

Thr
550

Ala Thr

<213> Virus de la enfermedad de Newcastle

<400>7

atggatcgat
aacccagcac
gcaaactcca
gcagtcaaca
ctgccaaagg
accactttgce

tctggagggyg

gttgcaactg

cceggttgge
ctatgatgct
ttgatggcag
tatacacctc
ataaggaggc
tcaccccecct

ggagacaggg

ccgcacaaat

gcccteccagg
gactatccgg
gcctettgea
atcccagaca
atgtgcgaaa
tggtgactct
gcgcecttata

aacagcggcec

Ile Ser

Gln

Asn Tyr

410

Asn
425

Cys

Phe
440

Asp
Ile Ile
Ser

Asn

Leu Asp

Val

Val

Thr

Ile

Lys

Leu Ser

Thr Tyr

Gly

Leu

Gln

Glu Ala

415

Gly
430

Gly

Lys Asn

445

Asn
460

Gly

Ser Asn

475

Val Asn

490

Ile
505

Tyr

Ile
520

Leu

Leu Leu

Lys Met

tgcaggatgg
gtcgegetgg
gctgcaggaa
ggatcaatca
gcccececttgg
atccgtagga
ggcgccatta

gcagctctga

37

Val

Ala

Trp

Leu Thr

Cys Tyr

Leu

Ala

Val

Ile

Leu

Asp Ile

Asn

Leu

Leu
495

Lys

Ile
510

Ser

Met Tyr

525

Leu Gly

540

gctccagacce
tactgagttg
ttgtggttac
tagttaagct
atgcatacaa
tacaagagtc
ttggcggtgt

tacaagccaa

Asn

Asn Thr

ttctaccaag
catctgtceg
aggagacaaa
cctcecgaat
caggacattg
tgtgactaca

ggctcttggg

acaaaatgct

Val

Ile

Ile

Ser

Lys

480

Thr

Leu

Lys

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480
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gccaacatce
actgacggat
caatttaata
gagctcaacc
gccttaaaca
ttattgacta
atcaccggta
ctaccttcag
agcacaacca
gtgatagaag
agaatagtaa
gcctgtatgt
tcagtcatcg
tcgcaaaact
ttaggcggga
tcaatacaag
aatgtcaaca
gacaaagtca
atcatatctce
caaaaggcgc
gccactacaa
<210>8

<211> 565
<212> PRT

tccgacttaa
tatcgcaact
aaacagctca
tgtacctaac
agctgactat
agttaggtat
accctattcet
tcgggaacct
ggggatttge
aacttgacac
cgttcectat
actcaaagac
ctaactgcaa
atggagaagc
taactttaag
attctcaagt
actcgatcag
atgtcaaact
ttgtttttgg
aacaaaagac

aaatgtga

ES 2700243 T3

agagagcatt
agcagtggca
ggaattagac
cgaatcgact
tcaggcactt
agggaacaat
atacgactca
aaataatatg
ctcggcactt
ctcatactgt
gtceceetggt
cgaaggcgca
gatgacaaca
cgtgtctcta
gctcagtggg
aataataaca
taatgccttg
gaccagcaca
tatacttagce

cttattatgg

<213> Virus de la enfermedad de Newcastle

<400> 8

Met Asp Arg Ser

1

Pro Ser Thr Lys

20

Leu Val Leu Ser

35

Leu Ala Ala Ala

Arg Leu Ala

Asn Pro Ala

Cys Ile

Cys

Gly Ile Val

gccgcaacca
gttgggaaga
tgcatcaaaa
acagtattcg
tacaatctag
caactcagct
cagactcaac
cgtgccacct
gtcccaaaag
atagaaactg
atttactcct
cttactacac
tgtagatgtg
atagataaac
gaattcgatg
ggcaatcttg
aataagttag
tctgctcectca
ctgattctag

cttgggaata

Pro Ser Arg Cys

10

Pro Met Met Leu

25

Pro Ala Asn Ser

40

Val Thr Gly Asp

38

atgaggctgt
tgcagcagtt
ttgcacagca
gaccacaaat
ctggtgggaa
cattaatcgg
tcttgggtat
acttggaaac
tggtgacacg
acttagattt
gcttgagegg
catatatgac
taaacccccce
aatcatgcaa
taacttatca
atatctcaac
aggaaagcaa
ttacctatat
catgctacct

ataccctaga

gcatgaggtc
cgttaatgac
agttggtgta
cacttcacct
tatggattac
tagcggctta
acaggtaact
cttatccgta
ggtcggttct
atattgtaca
caatacatcg
tatcaaaggc
gggtatcata
tgttttatce
gaagaatatc
tgagcttggg
cagaaaacta
cgttttgact
aatgtacaag

tcagatgaga

Arg Met Gly Ser Arg

15

Thr Tle Arg Val Ala

30

Ile Asp Gly Arg Pro

45

Lys Ala Val Asn Tle

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1698



Tyr

65

Leu

Asn

Arg

Leu

Ala

145

Ala

Val

Lys

Leu

Tyr

225

Ala

Asn

Ser

Asp

50

Thr

Pro

Arg

Ile

Ile

130

Gln

Asn

His

Met

Asp

210

Leu

Leu

Met

Ser

Ser
290

Ser

Lys

Thr

Gln

115

Gly

Ile

Ile

Glu

Gln

195

Cys

Thr

Asn

Asp

Leu

275

Gln

Ser

Asp

Leu

100

Glu

Ala

Thr

Leu

Val

180

Gln

Ile

Glu

Lys

Tyr

260

Ile

Thr

Gln

Lys

85

Thr

Ser

Ile

Ala

Arg

165

Thr

Phe

Lys

Ser

Leu

245

Leu

Gly

Gln

ES 2700243 T3

Thr

70

Glu

Thr

Val

Ile

Ala

150

Leu

Asp

Val

Ile

Thr

230

Thr

Leu

Ser

Leu

55

Gly

Ala

Leu

Thr

Gly

135

Ala

Lys

Gly

Asn

Ala

215

Thr

Ile

Thr

Gly

Leu
295

Ser

Cys

Leu

Thr

120

Gly

Ala

Glu

Leu

Asp

200

Gln

Val

Gln

Lys

Leu

280

Gly

Ile

Ala

Thr

105

Ser

Val

Leu

Ser

Ser

185

Gln

Gln

Phe

Ala

Leu

265

Ile

Ile

39

Ile

Lys

90

Pro

Gly

Ala

Ile

Ile

170

Gln

Phe

Val

Gly

Leu

250

Gly

Thr

Gln

Val

75

Ala

Leu

Gly

Leu

Gln

155

Ala

Leu

Asn

Gly

Pro

235

Tyr

Ile

Gly

Val

60

Lys

Pro

Gly

Gly

Gly

140

Ala

Ala

Ala

Lys

Val

220

Gln

Asn

Gly

Asn

Thr
300

Leu

Leu

Asp

Arg

125

Val

Lys

Thr

Val

Thr

205

Glu

Ile

Leu

Asn

Pro

285

Leu

Leu

Asp

Ser

110

Gln

Ala

Gln

Asn

Ala

190

Ala

Leu

Thr

Ala

Asn

270

Ile

Pro

Pro

Ala

95

Ile

Gly

Thr

Asn

Glu

175

Val

Gln

Asn

Ser

Gly

255

Gln

Leu

Ser

Asn

80

Tyr

Arg

Arg

Ala

Ala

160

Ala

Gly

Glu

Leu

Pro

240

Gly

Leu

Tyr

Val



Gly

305

Ser

Arg

Thr

Pro

Ser

385

Ser

Pro

Lys

Ser

Ser

465

Asn

Asn

Leu

Leu

Gln
545

Asn

Thr

Val

Asp

Gly

370

Lys

Val

Gly

Gln

Gly

450

Gln

Val

Arg

Ile

Ser

530

Lys

Leu

Thr

Gly

Leu

355

Ile

Thr

Tle

Ile

Ser

435

Glu

Val

Asn

Lys

Thr

515

Leu

Thr

Asn

Arg

Ser

340

Asp

Tyr

Glu

Ala

Ile

420

Cys

Phe

Ile

Asn

Leu

500

Tyr

Ile

Leu

Asn

Gly

325

val

Leu

Ser

Gly

Asn

405

Ser

Asn

Asp

Ile

Ser

485

Asp

Ile

Leu

Leu

ES 2700243 T3

Met

310

Phe

Ile

Tyr

Cys

Ala

390

Cys

Gln

Val

Val

Thr

470

Ile

Lys

Val

Ala

Trp
550

Arg

Ala

Glu

Cys

Leu

375

Leu

Lys

Asn

Leu

Thr

455

Gly

Ser

Val

Leu

Cys

535

Leu

Ala

Ser

Glu

Thr

360

Ser

Thr

Met

Tyr

Ser

440

Tyr

Asn

Asn

Asn

Thr

520

Tyr

Gly

Thr

Ala

Leu

345

Arg

Gly

Thr

Thr

Gly

425

Leu

Gln

Leu

Ala

Val

505

Ile

Leu

Asn

40

Tyr

Leu

330

Asp

Ile

Asn

Pro

Thr

410

Glu

Gly

Lys

Asp

Leu

490

Lys

Ile

Met

Asn

Leu

315

Val

Thr

Val

Thr

Tyr

395

Cys

Ala

Gly

Asn

Ile

475

Asn

Leu

Ser

Tyr

Thr
555

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

380

Met

Arg

Val

Ile

Ile

460

Ser

Lys

Thr

Leu

Lys

540

Leu

Thr

Lys

Tyr

Phe

365

Ala

Thr

Cys

Ser

Thr

445

Ser

Thr

Leu

Ser

Val

525

Gln

Asp

Leu

Val

Cys

350

Pro

Cys

Ile

Val

Leu

430

Leu

Ile

Glu

Glu

Thr

510

Phe

Lys

Gln

Ser

Val

335

Ile

Met

Met

Lys

Asn

415

Ile

Arg

Gln

Leu

Glu

495

Ser

Gly

Ala

Met

Val

320

Thr

Glu

Ser

Tyr

Gly

400

Pro

Asp

Leu

Asp

Gly

480

Ser

Ala

Ile

Gln

Arg
560



10

15

20

25

30

<210>9
<211> 527
<212> ADN

ES 2700243 T3

Ala Thr Thr Lys Met

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 9

aaacagctgt
tgcacgagcce
aaagatatcg
actctgecegt
gaatatttga
agcagcgcga
accgtcctca
acatggattg
cttgtgtcag
<210>10

<211> 264
<212> ADN

actacagagt
attctcecgga
cgccagagtt
ccggegttgt
cggccacgac
gagcaggcga
tctcagacgg
cggtggaaaa

gattatgcgg

aaccgatgga
accttactgt
atactttacc
tccgagattce
cgttgttteg
ggcgtggatt
cactcgegtt
cggtgectgcet

gagcatatct

<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa

<400> 10

tgactattac
tgccgtctee
actggtttgg
ttcctacatg
tattcattgg
<210> 11

<211> 360
<212> ADN

<213> Citomegalovirus humano

<400> 11

cgcgccaggt
tggcagtaca
atcaatgggce
gtcaatggga
tccgecccat

ctcgtttagt

aatgacatgc
atgcccatat
agcatcgtaa
ccacgcctca

gacgttcgaa

caattccctg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat

gaaccgtcag

ccgcecgtgat
tcgeggegtt
aatgcgcegeg
cgctcataat

aagc

gcattatgcce
agtcatcgcet
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtage

atcgecectgga

agaacatcgg
cttttcgaca
tctgatcege
gaatggagcc
cataccgcetg
tctggecggg
actacgcgaa
caggcgcagc

gctttgtacg

cccggtggag
cgtageectge
tagctaatcg

ataaatcaca

cagtacatga
attaccatgg
cggggatttce
caacgggact
gtgtacggtg

gacgccatce

41

565

tccagctaat
cgtctcttat
aaacggcata
ttaataatgt
gccaaagtac
gaggcaatat
aggagaggtg
tgtattcact

caacgct

gagactacta
gcggtegege
agcctagaat

tggaatagca

ccttatggga
tgatgcggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
ggaggtctat

acgctgtttt

gtgcetgtceg
agcgagggaa
ctgcacaata
ttcactgeccg
agtgtggaag
atacgaatgc
cttaacaaac

cttttectgga

aaagttctaa
tcgtgggget
aggtggtttc

taccaatgcce

ctttcctact
ttggcagtac
ccccattgac
tcgtaacaac
ataagcagag

gacctccata

60

120

180

240

300

360

420

480

527

60

120

180

240

264

60

120

180

240

300

360



10

15

20

<210> 12
<211> 1191
<212> ADN

<213> Citomegalovirus humano

<400> 12

gtgaataata
ttcatgtcge
tatttgaaaa
gccattttte
tttacggggg
tcgcagttte
aagctggcac
atattattca
tatccatatc
cattgattat
tatatggagt
gacccccgec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcecta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
atcgcctgga
<210> 13

<211> 281
<212> ADN

aaatgtgtgt
gcgatagtgg
tatggcatat
caaaagttga
atggcgatag
gatataggtg
atggccaatg
ttggttatat
ataatatgta
tgactagtta
tcegegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg

gacgccatce

<213> Secuencia artificial

ES 2700243 T3

ttgtccgaaa
tgtttatcge
tgaaaatgtc
tttttgggca
acgcctttgg
acagacgata
catatcgatc
agcataaatc
catttatatt
ttaatagtaa
ataacttacg
aataatgacg
ggagtattta
gccccectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat

acgctgtttt

<220><223> Secuencia sintética

<400> 13

ggaattctag atcccacgtc actattgtat actctatatt atactctatg ttatactctg

tacgegtttg
cgatagagat
gccgatgtga
tacgcgatat
tgacttgggce
tgaggctata
tatacattga
aatattggct
ggctcatgtc
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag

gacctccata

agatttctgt
ggcgatattg
gtttctgtgt
ctggcgatac
gattctgtgt
tcgececgatag
atcaatattg
attggccatt
caacattacc
ggtcattagt
cgeectggetg
tagtaacgcc
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgecccatt
ctcgtttagt

gaagacaccg

cccgactaaa
gaaaaatcga
aactgatatc
gcttatatcg
gtcgcaaata
aggcgacatc
gccattagcece
gcatacgttg
gccatgttga
tcatagccca
accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcccgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg

gaaccgtcag

g

taatcctact caataaacgt gtcacgecctg tgaaaccgta ctaagtctcee cgtgtcettet

42

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1191

60

120
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15

20

tatcaccatc

gcaccggecce

cgacccccac

<210> 14
<211> 523
<212> ADN

aggtgacatc
cacgctgaca

cagcgtcgeg

<213> virus del herpes simple

<400> 14

gggagatggg
atgacggcaa
cggggttegyg
atacgcccge
gctcgecagece
acggggtccc
tggggtcagg
atggaccgca
gacccccaaa
<210> 15

<211> 3593
<212> ADN

ggaggctaac
taaaaagaca
tcccagggcet
gtttcttcect
aacgtcgggyg
ccatggggaa
tccacgactg
tgtactggcg

aaccaccgceg

<213> Secuencia artificial

ES 2700243 T3

ctcgeecagg
acccactcett

gttactaaca

tgaaacacgg
gaataaaacg
ggcactctgt
tttccccace
cggcaagccce
tggtttatgg
gactgagcag
cgacacgaac

cggatttctg

<220><223> Insercion de casete de expresion

<400> 15

taattaaccc
tacgegtttg
cgatagagat
gccgatgtga
tacgcgatat
tgacttgggce
tgaggctata
tatacattga
aatattggct
ggctcatgtc

tcaattacgg

gggaagcttg

agatttctgt
ggcgatattg
gtttctgtgt
ctggcgatac
gattctgtgt
tcgececgatag
atcaatattg
attggccatt
caacattacc

ggtcattagt

catgcctgeca
cccgactaaa
gaaaaatcga
aactgatatc
gcttatatcg
gtcgcaaata
aggcgacatc
gccattagee
gcatacgttg
gccatgttga

tcatagccca

ctgtcaatca
gcagcgttag

cteetetece

aaggagacaa
cacgggtgtt
cgatacccca
ccaaccccca
tgccatagcecce
ttcgtggggg
acagacccat

accgggcegtce

gcgecgecgg

gtgaataata
ttcatgtcge
tatttgaaaa
gccattttte
tttacggggg
tcgcagttte
aagctggcac
atattattca
tatccatatc
cattgattat

tatatggagt

43

tgccggtatce
cagcgcccct

Cc

taccggaagg
gggtcgtttg
ccgagacccce
agttcgggtyg
acgggcccceg
ttattatttt
ggtttttgga
tgtggectgece

acg

aaatgtgtgt
gcgatagtgg
tatggcatat
caaaagttga
atggcgatag
gatataggtg
atggccaatg
ttggttatat
ataatatgta
tgactagtta

tcegegttac

gattccagta

cttaacaagc

aacccgcegcet
ttcataaacg
attgggacca
aaggcccagg
tgggttaggg
gggcgttgeg
tggcctggge

aaacaccccc

ttgtccgaaa
tgtttatcge
tgaaaatgtc
tttttgggca
acgcctttgg
acagacgata
catatcgatc
agcataaatc
catttatatt
ttaatagtaa

ataacttacg

180

240

281

60

120

180

240

300

360

420

480

523

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



gtaaatggcc
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccata
gatgggctcc
gctggtactg
aggaattgtg
aatcatagtt
cttggatgca
taggatacaa
cattattggc
tctgatacaa
aaccaatgag
gaagatgcag
caaaattgca
attcggacca
tctagetggt
cagctcatta
tcaactcttg
cacctacttg
aaaagtggtg
aactgactta
ctecetgettg
tacaccatat
atgtgtaaac

taaacaatca

cgecetggetg
tagtaacgcc
cccacttgge
acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgecccatt
ctcgtttagt
gaagacaccg
agaccttcta
agttgcatct
gttacaggag
aagctcctcce
tacaacagga
gagtctgtga
ggtgtggectce
gccaaacaaa
gctgtgcatg
cagttcgtta
cagcaagttg
caaatcactt
gggaatatgg
atcggtageg
ggtatacagg
gaaaccttat
acacgggtcg
gatttatatt
agcggcaata
atgactatca
ccececgggta

tgcaatgttt

ES 2700243 T3

accgcccaac
aatagggact
agtacatcaa
gcccgectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccatgga
ccaagaaccc
gtccggcaaa
acaaagcagt
cgaatctgcecce
cattgaccac
ctacatctgg
ttggggttge
atgctgccaa
aggtcactga
atgaccaatt
gtgtagagct
cacctgeccett
attacttatt
gcttaatcac
taactctacc
ccgtaagcac
gttctgtgat
gtacaagaat
catcggectg
aaggctcagt
tcatatcgca

tatccttagg

gaccccecgec
ttccattgac
gtgtatcata
cattatgcce
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtagge
atcgcctgga
tcgatcecegg
agcacctatg
ctccattgat
caacatatac
aaaggataag
tttgctcacc
aggggggaga
aactgccgceca
catccteccga
cggattatcg
taataaaaca
caacctgtac
aaacaagctg
gactaagtta
cggtaaccct
ttcagtcggg
aaccagggga
agaagaactt
agtaacgttc
tatgtactca
catcgctaac
aaactatgga

cgggataact
44

cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgccatce
ttggcgecect
atgctgacta
ggcaggcctce
acctcatccce
gaggcatgtg
cceettggtg
caggggcgcec
caaataacag
cttaaagaga
caactagcag
gctcaggaat
ctaaccgaat
actattcagg
ggtataggga
attctatacg
aacctaaata
tttgecetegg
gacacctcat
cctatgtcce
aagaccgaag
tgcaagatga
gaagccgtgt

ttaaggctca

aataatgacg
ggagtattta
gcccecectatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgctgtttt
ccaggtgcag
tcecgggtege
ttgcagctge
agacaggatc
cgaaagcccce
actctatcceg
ttataggcgce
cggccgcagce
gcattgcecge
tggcagttgg
tagactgcat
cgactacagt
cactttacaa
acaatcaact
actcacagac
atatgecgtge
cacttgtcce
actgtataga
ctggtattta
gcgcacttac
caacatgtag

ctctaataga

gtggggaatt

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



10

cgatgtaact
tcttgatatce
gttagaggaa
tctcattacc
tctagcatge
gaataatacc
aggtttccct
gaaaaaaaaa

gggagatggg
atgacggcaa
cggggttegyg
atacgcccge
gctcgcagece
acggggtccc
tggggtcagg
atggaccgca
gacccccaaa
<210> 16

<211> 3569
<212> ADN

tatcagaaga
tcaactgagce
agcaacagaa
tatatcgttt
tacctaatgt
ctagatcaga
aatagtaatt
aaaccccccce
ggaggctaac
taaaaagaca
tcccagggcet
gtttcttcect
aacgtcgggyg
ccatggggaa
tccacgactg
tgtactggcg

aaccaccgceg

<213> Secuencia artificial

ES 2700243 T3

atatctcaat
ttgggaatgt
aactagacaa
tgactatcat
acaagcaaaa
tgagagccac
tgtgtgaaag
ccececececee
tgaaacacgg
gaataaaacg
ggcactctgt
tttccccace
cggcaagccce
tggtttatgg
gactgagcag
cgacacgaac

cggatttctg

<220><223> Insercidén de casete de expresion

<400> 16

gtcgacggeca
aaacgatggc
aactaattgg
cggggttttt
aagaacatcg
tcttttecgac
ctctgatceeg
cgaatggagc

gcataccgct

gagtcgcaga
gaagtaacgg
aaagtagacc
aacagtaatg
gtccagctaa
acgtctctta
caaacggcat
cttaataatg

ggccaaagta

cgcccectatt
cgacttgcgt
tcgtagatgt
agaaatggca
tgtgecetgte
tagcgaggga
actgcacaat
tttcactgce

cagtgtggaa

acaagattct
caacaactcg
agtcaatgtc
atctcttgtt
ggcgcaacaa
tacaaaaatg
ttctggtagt
ccceecccect
aaggagacaa
cacgggtgtt
cgatacccca
ccaaccccca
tgccatagce
ttcgtggggg
acagacccat

accgggcegtce

gcgeccgecgyg

ggacgtcaaa
ttccaccgte
aatggatgaa
gaaacagctg
gtgcacgagce
aaaagatatc
aactctgeeg
ggaatatttg

gagcagcgcg

45

caagtaataa
atcagtaatg
aaactgacca
tttggtatac
aagaccttat
tgaacacaga
ctgtcagttc
gggtacgatc
taccggaagg
gggtcgtttg
ccgagacccece
agttcgggtg
acgggccccg
ttattatttt
ggtttttgga
tgtggctgcece

acgtcgactt

attgtagagg
aaatctccct
atttctggga
tactacagag
cattctcecgg
gcgccagagt
tceggegttg
acggccacga

agagcaggcg

taacaggcaa
ccttgaataa
gcacatctgce
ttagcctgat
tatggecttgg
tgaggaacga
ggagagttaa
ctctagagtc
aacccgcegcet
ttcataaacg
attgggacca
aaggcccagg
tgggttaggg
gggcgttgeg
tggcctggge
aaacaccccce

aat

tgaagttttc
atagggtaga
acagtcccge
taaccgatgg
aaccttactg
tatactttac
ttcecgagatt
ccgttgttte

aggcgtggat

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3593

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ttectggeegg
tactacgcga
tcaggcgcag
tgctttgtac
gtactgcecttt
ggccgtegeg
actagggtat
atgatatcgg
ttctacgtga
tacagggaat
tgggcagtgg
ttctcceccca
gcgcaaacag
cttaactttt
gaacaccttt
tacgaagata
gaccctcgte
cgcacccegg
atgcaggcag
gaggacaccg
gtgatccecgg
gcgttegtag
gcgcegtagcet
ataatataaa
tggcatcgct
tgggaatcgt
tcgtegegece
gaccccacaa
agtgctacca
tttttgtegg
ctccacaccce

acgtaattgt

ggaggcaata
aaggagaggt
ctgtattcac
gcaacgctat
ctteccttege
cgctcgacge
caagaggctg
cggccaaaga
ttaagggcga
gtggcgacgt
actatgttcc
ctgectgeget
ctctcgtaac
taccgtcgaa
atccgatcge
ttctgcageg
cagatagcgt
acgcagaaag
aggcttctgg
agcacgatga
tggaggagac
cctgcgeggt
aatcgagcct
tcacatggaa
acttggaact
gatcactgga
tcgeceeccgaa
accctactca
ggaacttagc
ctgtaaagtg
gtttaagctc

tcggectagac

ES 2700243 T3

tatacgaatg
gcttaacaaa
tcttttectgg
ggaccgccat
tagccagagce
gctaaccata
cgacgttgtc
aaaagagaag
cgacggcgag
acaactgcta
tagcaccctt
ctctggccaa
tctagaagtt
atgctggaca
agacaccaat
ctggaataat
cccgcaagaa
cagcgaaaag
agaaaatcct
tccaaactcg
tactaaaagt
cgegetegtg
agaataggtg
tagcatacca
ctggctcectcece
aatcacgtct
gctacaattc
ggaaccgtcce
gaggagcgcet
accgagtaca
actatacgaa

gacaccaaag

caccgtecte
cacatggatt
acttgtgtca
ttatttttga
accgccgecyg
ccggeggttyg
gagctcaacc
gggggccctt
gacaagtact
tctgaatgeg
gtatcgcgaa
tacttgctga
aacgatcgcet
acagaacagt
acacgacacg
ttgctgagga
attccegetg
aaggccccte
gccgecctee
gatcctgact
tctaatgceceg
gggctactgg
gtttcttcect
atgcctattce
ttgcegegac
ccgccaggat
aactgcagct
gcgtcegegtt
ttgaaaattg
cgttctecge
atcctegtcee

aacccattga

46

atctcagacg
gcggtggaaa
ggattatgcg
ggaatgcttt
tcacgtacga
gcccgtataa
cgatttctaa
tcgaggectce
gtccaatcta
ccgttcaatc
atggecgeggyg
ccctgaaaat
gtttaaagat
atcagactgg
cggacgacgt
aaaagaatcc
taaccaagaa
cagaagactc
ccgaagacga
attacaatga
tctcecatgee
tttggagcat
acatgccacg
attgggacgt
gctcgecacce
tgacgacgat
atttttcatg
tcggtectgat
cactcatcga
ctcgaacaga
gaacgacagc

cgtettegeg

gcactcgegt
acggtgctge
ggagcatatc
ttggactatc
ctacatttta
cagatacctc
cgtggacgac
cgtegtetgg
tagaaaagag
tgcacagatg
actgactata
cgggagattt
cgggtegeag
atttcaaggc
atatcgggga
tagcgecgceca
agcggaaggg
ggaggacgac
cgaagtccce
catgcecegece
catattcgeg
cgtaaaatgc
cctcacgcete
tcgaaaagca
ttcggegega
cacatcgtga
cctggeccaga
ataacaaacc
tcgtcettetg
ctaaccggac
gggatgttct

atccaactat

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460
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cggtgtatca
gcaccttcgg
gcaactggca
cgacgcccegt
ggctagaaaa
ctgtcecgtcet
gcgcaacgat
accgaaaatt
cgcgaaaatt
aacttgtgga
aaatgtgatt
tctcaaaagg
cagcagaggc
ggcttgggag
cgcctaactt
gaagatgatc
aacgcgtgceca
ttaatttacg
gtaattttac
<210> 17

<211> 5921
<212> ADN

attcgcgaac
attacctacc
agcgtacgtt
cactgcaacc
tggcgtggat
cgggacaatg
cggcctegte
agacacggtc
tggacccatg
actggttgeg
aagtctgaat
ggcagtatcg
ctctgaacac
catattgcag
ttgcgacgeg
ccagaaacgt
agatgaaggc
acggaggaaa

taaagcgecgg

<213> Secuencia artificial
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accgccgcega
gtccaacttg
gccacggagg
agcgcectceceg
cattacgaac
agccctacge
attgtaattt
tcgcaagacg
gttgcgtgeg
attgttaacc
gtggctctce
gacacggact
ttaggaggag
gatgaacatg
acacgtcctc
tccggaaggg
ggccgatgtce
gaaagactgc

cgaaagctt

<220><223> Insercidén de casete de expresion

<400> 17

gtcgacggeca
aaacgatggc
aactaattgg
cggggttttt
aagaacatcg
tcttttecgac

ctctgatceg

gagtcgcaga
gaagtaacgg
aaagtagacc
aacagtaatg
gtccagctaa
acgtctctta

caaacggcat

cgcccectatt
cgacttgcgt
tcgtagatgt
agaaatggca
tgtgecetgte
tagcgaggga

actgcacaat

ctcgecggact
aggcctatct
ccacgacgac
aacttgaagc
cgacacccgce
taattggggt
ccatcgtcac
acgaagaacg
aaataaacaa
cgtcetgeget
aatcatttcg
gggaggggcg
aattcagccg
ttagtgatag
tttttggaag
actgtaatca
tgctcttege

ccgeccgegg

ggacgtcaaa
ttccaccgte
aatggatgaa
gaaacagctg
gtgcacgagce
aaaagatatc

aactctgcceg

47

ctattccaag
caggaccgag
cagcgccgag
ggaacacttt
aaacgaaaat
aaccgtggcet
cagaaacatg
ttcccaaact
gggggctgac
aagctcecgecce
attctctaat
tacacgatag
gggagagccc
ttctegecte
gcactcaggce
aatggacaaa
ctaactattg

gacccctgte

attgtagagg
aaatctccct
atttctggga
tactacagag
cattctcecgg
gcgccagagt

tcecggegttg

gcttegtgte
gaaagttggc
gcgacaaccc
acctttecect
tcaaacgtta
gccgtegtga
tgcacccege
agaagggaat
caggatagtg
gactcaataa
ctceccaatce
ttatatggta
ctgttgagta
ttgtcttgeg
tgtcctecggg
agtcctgecgg
ctttcatgat

tgcaaacctg

tgaagttttc
atagggtaga
acagtcccge
taaccgatgg
aaccttactg
tatactttac

ttccgagatt

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3569

60

120

180

240

300

360

420



cgaatggagce
gcataccgcet
ttetggecgg
tactacgcga
tcaggcgcag
tgetttgtac
gtactgcettt
ggccgtegeg
actagggtat
atgatatcgg
ttctacgtga
tacagggaat
tgggcagtgg
ttcteccceca
gcgcaaacag
cttaactttt
gaacaccttt
tacgaagata
gaccctcgtce
cgcacccegg
atgcaggcag
gaggacaccg
gtgatccegg
gcgttegtag
gcgcgtaget
ataatataaa
tggcatcgcet
tgggaatcgt
tcgtcegegece
gaccccacaa
agtgctacca

tttttgtcgg

cttaataatg
ggccaaagta
ggaggcaata
aaggagaggt
ctgtattcac
gcaacgctat
ctteettege
cgctcgacge
caagaggctg
cggccaaaga
ttaagggcga
gtggcgacgt
actatgttcc
ctgectgeget
ctctcgtaac
taccgtcgaa
atccgatcge
ttctgcageg
cagatagcgt
acgcagaaag
aggcttctgg
agcacgatga
tggaggagac
cctgegeggt
aatcgagcct
tcacatggaa
acttggaact
gatcactgga
tcgcceccgaa
accctactca
ggaacttagc

ctgtaaagtg
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tttcactgcece
cagtgtggaa
tatacgaatg
gcttaacaaa
tcttttetgg
ggaccgccat
tagccagagce
gctaaccata
cgacgttgtc
aaaagagaag
cgacggcgag
acaactgcta
tagcaccctt
ctctggccaa
tctagaagtt
atgctggaca
agacaccaat
ctggaataat
cccgcaagaa
cagcgaaaag
agaaaatcct
tccaaactcg
tactaaaagt
cgcgctegtg
agaataggtg
tagcatacca
ctggctetece
aatcacgtct
gctacaattc
ggaaccgtcce
gaggagcgct

accgagtaca

ggaatatttg
gagcagcgcg
caccgteccte
cacatggatt
acttgtgtca
ttatttttga
accgccgecg
ccggeggttg
gagctcaacc
gggggccctt
gacaagtact
tctgaatgeg
gtatcgcgaa
tacttgcectga
aacgatcgcet
acagaacagt
acacgacacg
ttgctgagga
attccegetg
aaggccccte
gccgeectee
gatcctgact
tctaatgecg
gggctactgg
gtttecttect
atgcctattce
ttgcegegac
ccgceccaggat
aactgcagct
gcgtegegtt
ttgaaaattg

cgtteteege

48

acggccacga
agagcaggcg
atctcagacg
gcggtggaaa
ggattatgcg
ggaatgcttt
tcacgtacga
gcccgtataa
cgatttctaa
tcgaggcectce
gtccaatcta
ccgttcaatce
atggcgcggyg
ccctgaaaat
gtttaaagat
atcagactgg
cggacgacgt
aaaagaatcc
taaccaagaa
cagaagactc
ccgaagacga
attacaatga
tctcececatgee
tttggagcat
acatgccacg
attgggacgt
gctegeaccee
tgacgacgat
atttttcatg
tcggtcetgat
cactcatcga

ctcgaacaga

ccgttgttte
aggcgtggat
gcactcgegt
acggtgctge
ggagcatatc
ttggactatc
ctacatttta
cagatacctc
cgtggacgac
cgtcegtectgg
tagaaaagag
tgcacagatg
actgactata
cgggagattt
cgggtcgcag
atttcaaggce
atatcgggga
tagcgcegceca
agcggaaggg
ggaggacgac
cgaagtcccc
catgeccegece
catattcgeg
cgtaaaatgc
cctcacgcete
tcgaaaagca
ttecggegega
cacatcgtga
cctggccaga
ataacaaacc
tcgtecttetg

ctaaccggac

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



ctccacaccce
acgtaattgt
cggtgtatca
gcaccttcgg
gcaactggca
cgacgcccegt
ggctagaaaa
ctgtcecgtcet
gcgcaacgat
accgaaaatt
cgcgaaaatt
aacttgtgga
aaatgtgatt
tctcaaaagg
cagcagaggc
ggcttgggag
cgcctaactt
gaagatgatc
aacgcgtgceca
ttaatttacg
gtaattttac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
tgtacggtgg
acgccatcca
ccagaccttc
tgagttgcat
tggttacagg

ttaagctcct

gtttaagctc
tcggectagac
attcgcgaac
attacctacc
agcgtacgtt
cactgcaacc
tggcgtggat
cgggacaatg
cggcctegte
agacacggtc
tggacccatg
actggttgeg
aagtctgaat
ggcagtatcg
ctctgaacac
catattgcag
ttgcgacgeg
ccagaaacgt
agatgaaggc
acggaggaaa
taaagcgegg
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
gaggtctata
cgctgttttg
taccaagaac
ctgtcecggea
agacaaagcc

cccgaatctg
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actatacgaa
gacaccaaag
accgccgcega
gtccaacttg
gccacggagg
agcgcectceceg
cattacgaac
agccctacge
attgtaattt
tcgcaagacg
gttgegtgeg
attgttaacc
gtggctctce
gacacggact
ttaggaggag
gatgaacatg
acacgtcctc
tccggaaggg
ggccgatgtce
gaaagactgc
cgaaagcttc
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
taagcagagc
acctccatag
ccagtaccta
aactccattg
gtcaacatat

cccaaggata

atcctegtcee
aacccattga
ctcgecggact
aggcctatct
ccacgacgac
aacttgaagc
cgacacccgce
taattggggt
ccatcgtcac
acgaagaacg
aaataaacaa
cgtectgeget
aatcatttcg
gggaggggcg
aattcagccg
ttagtgatag
tttttggaag
actgtaatca
tgctcttege
ccgececgegyg
gcgccaggtce
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgcecccatt
tcgtttagtg
aagacaccgg
tgatgctgac
atggcaggcc

acacctcatc

aggaggcatg

49

gaacgacagc
cgtettegeg
ctattccaag
caggaccgag
cagcgccgag
ggaacacttt
aaacgaaaat
aaccgtggcet
cagaaacatg
ttcccaaact
gggggctgac
aagctcgceccce
attctctaat
tacacgatag
gggagagccc
ttctegecte
gcactcaggce
aatggacaaa
ctaactattg
gacccctgte
aattccectgg
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttgg
gacgcaaatg
aaccgtcaga
ttgcgeecgee
tgtccgagtce
tcttgegget
ccagacagga

tgcgaaagcce

gggatgttct
atccaactat
gcttegtgte
gaaagttggc
gcgacaaccc
acctttececect
tcaaacgtta
gccegtegtga
tgcaccccege
agaagggaat
caggatagtg
gactcaataa
ctcccaatcce
ttatatggta
ctgttgagta
ttgtcttgeg
tgtcctecggg
agtcctgcegg
ctttcatgat
tgcaaacctg
cattatgcce
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtageg
tcgectggag
accatgggcce
gcgectggtac
gcaggaattg
tcaatcatag

ccecttggatg

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



catacaacag
aagagtctgt
gcggtgtgge
aagccaaaca
aggctgtgca
agcagtttgt
cacagcaagt
cacaaatcac
gtggaaatat
taatcggtag
tgggtataca
tggaaacctt
tgacacaggt
tacatttata
tgagcggcaa
acatgactat
accccecggg
catgcaatgt
cttatcagaa
tctcaactga
aaagcaacag
cctatatcgt
gctacctaat
ctctagatca
cacgtcacta
aaacgtgtca
gacatcctcg
ctgacaaccc

gtcgeggtta

gacattgacc
gactacatct
tcttggggtt
aaatgctgcecce
tgaggtcact
taatgaccaa
tggtgtagag
ttcacctgcet
ggattactta
cggcttaatc
ggtaactcta
atccegtaage
cggttctgtg
ttgtacaaga
tacgtecggece
caaaggttca
tatcatatcg
tttatcctta
gaatatctca
gcttgggaat
aaaactagac
gttgactatc
gtacaagcaa
gatgagagcc
ttgtatactc
cgecctgtgaa
cccaggcectgt
actcttgcag

ctaacactcc
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actttgctca
ggagggggga
gcaactgccg
aacatcctcce
gacggattat
tttaataaaa
ctcaacctgt
ttaaacaagc
ttgactaagt
accggtaacc
ccttcagtceg
acaaccaggg
atagaagaac
atagtaacgt
tgtatgtact
gtcatcgeca
caaaactatg
ggcgggataa
atacaagatt
gtcaacaact
aaagtcaatg
atatctcttg
aaggcgcaac
actacaaaaa
tatattatac
accgtactaa
caatcatgcc
cgttagcagce

tctceecgac

cceceecttgg
gacaggggcg
cacaaataac
gacttaaaga
cgcaactagc
cagctcagga
acctaaccga
tgactattca
taggtgtagg
ctattctata
ggaagctaaa
gatttgcecte
ttgacacctc
tcectatgte
caaagaccga
actgcaagat
gagaagccgt
ctttaaggct
ctcaagtaat
cgatcagtaa
tcaaactgac
tttttggtat
aaaagacctt
tgtgaggatc
tctatgttat
gtctececegtg
ggtatcgatt
gcccectcetta

ctgcaactag

50

tgactctatc
ccttataggce
agcggccgcea
gagcattgcc
agtggcagtt
attagactgc
attgactaca
ggcactttac
gaacaatcaa
cgactcacag
taatatgcgt
ggcacttgtc
atactgtata
ccctggtatt
aggcgcactt
gacaacatgt
gtctctaata
cagtggggaa
aataacaggc
tgctttgaat
tagcacatct
acttagcctg
attatggcectt
tctcgaggaa
actctgtaat
tcttcttatce
ccagtagcac
acaagccgac

t

cgtaggatac
gccattattg
gctctgatac
gcaaccaatg
gggaagatgc
atcaaaattg
gtattcggac
aatctagctg
ctcagctcat
actcaactct
gccacctact
ccaaaagtgg
gaaactgact
tattcectget
actacaccat
agatgtgtaa
gataaacaat
ttcgatgtaa
aatcttgata
aagttagagg
gctctcatta
attctagcat
gggaataata
ttctagatcce
cctactcaat
accatcaggt
cggccccacg

ccccaccagce

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5921
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de la enfermedad de Marek no patégeno (rMDVnp) que comprende un primer acido nucleico insertado en
un primer sitio no esencial en el genoma de rMDVnp y un segundo acido nucleico insertado en un segundo sitio no
esencial en el genoma de rMDVpp;

en donde el primer acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina gD del virus de
la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) y una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina ILTV g;

en donde segundo acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de fusion del
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F);

en donde el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio US2 o el sitio UL54.5, o como alternativa,
el primer sitio no esencial es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial esta entre los genes UL7 y UL8; y en donde el
rMDVnp es un herpesvirus recombinante de pavos (rHVT).

2. EIrHVT de la reivindicacion 1, en el que el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio US2.
3. EITHVT de la reivindicacién 1, en el que el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio UL54.5.

4. ElI rHVT de la reivindicacion 1, en el que el primer sitio no esencial es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial esta
entre los genes UL7 y ULS8.

5. EI rTHVT de las reivindicaciones 1-4, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina gD de ILTV esta
operativamente bajo el control de un primer promotor, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina gl de ILTV
esta operativamente bajo el control de un segundo promotor y la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F
de NDV esta operativamente bajo el control de un tercer promotor.

6. EI rtHVT de la reivindicacion 5, en el que el primer promotor es el promotor ILTV gD endbdgeno, el segundo promotor
en el promotor ILTV gl enddgeno y el tercer promotor es el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano
(hCMV IE).

7. Una vacuna que comprende el rHTV de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. La vacuna de la reivindicacién 7, que comprende ademas un virus de la enfermedad de la bolsa infecciosa vivo
moderado (IBDV).

9. La vacuna de la reivindicacién 8, en la que el IBDV vivo moderado es la cepa 89/03.
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