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DESCRIPCION
Virus de la pseudorrabia de los porcinos, composicidon de vacuna y método de preparacion y uso de la misma
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a una composicion de vacuna como se define adicionalmente en las reivindicaciones,
perteneciente al campo de la virologia animal.

Antecedentes

La pseudorrabia, llamada también enfermedad de Aujeszky, es una enfermedad infecciosa aguda causada por el
Herpesvirus 1 de los suidos (SuHV1) perteneciente a la subfamilia Alphaherpesviridae para muchas clases de ganado
tales como porcino, bovino y ovino, asi como aves de corral y animales salvajes, cuyos signos principales son fiebre,
picor intenso (excepto en los porcinos) y encefalomielitis. La pseudorrabia en los porcinos esta causando dafios graves
en toda China, y es una de las principales enfermedades que limitan la produccién en gran escala de granjas porcinas.
La intencion puede dar como resultado aborto, partos muertos o fetos momificados en las cerdas prefiadas, y signos
neurolégicos, paralisis y un grado de muerte elevada en los lechones. El virus de la pseudorrabia (PRV) con fuertes
propiedades pantrdpicas, propiedades neurotrdpicas e infectividad latente, puede establecer infeccion latente de larga
duracioén en el sistema nervioso periférico, y mas tarde el hospedador con infeccion latente comienza a enfermar
cuando el virus latente se activa convirtiéndose en el virus infeccioso.

Ha sido indicado por muchos investigadores que puede proporcionarse a los animales vacunados una proteccion
correspondiente por una vacuna subunitaria, que es una vacuna preparada por clonacion de los genes antigénicos
protectores del patdgeno en sistemas de expresion de procariotas y eucariotas con métodos de ingenieria genética a
fin de expresar fuertemente tales genes. Hasta ahora, se ha encontrado que cualquiera de las glicoproteinas B, C y D
(gB, gC y gD) en las glicoproteinas de PRV puede hacer que el cuerpo genere anticuerpos neutralizantes, que tienen
la capacidad de neutralizar el PRV, tanto in-vivo como in-vitro, o indistintamente en presencia o ausencia de
complementos. El articulo, Progress in Subunit Vaccine against Pseudorabies Virus Development (Chenghuai Yang,
Gaoming Lou, Nanhui Chen, Jiangxi Journal of Animal Husbandry & Veterinary Medicine 2004 Numero 3) ha descrito
que cualquiera de gB, gC y gD entre las 11 glicoproteinas de PRV que se han encontrado hasta ahora, puede inducir
al cuerpo a generar anticuerpos neutralizantes. En ausencia de complementos, los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra gB, gC y gD pueden neutralizar el PRV. Los cerdos y ratones inyectados con anticuerpos monoclonales dirigidos
contra gB, gC y gD pueden resistir los ataques por las células virulentas de PRV. Por tanto, gB, gC y gD son las
proteinas mas preferidas para el desarrollo de la vacuna subunitaria de PRV. La glicoproteina gD es un antigeno
neutralizante importante, asi como la diana principal para anticuerpos protectores, y puede inducir una mejor respuesta
protectora. Como ha sido descrito por Marchioli et al. (Journal of Virology 61(12): 3977-3982 (1987)), KR
2003/0045139, US6172186, US6858385 and US6521231, puede prepararse una vacuna para prevencion de la
pseudorrabia por el uso de gD del virus de la pseudorrabia porcina. Mas especificamente, se ha comunicado que una
proteina gD de PRV que es 98,8% idéntica a SEQ ID NO:1 (denominada también gp50) protege los ratones y los
cerdos contra la exposicion letal a PRV (US6172786). Adicionalmente, una vacuna subunitaria que comprende gD de
PRV producida en células CHO protege los cerdos contra la infeccion letal con PRV (Marchioli et al. Journal of Virology
61(12): 3977-3982 (1987). Ademas, se ha demostrado que una vacuna de DNA plasmidico que codifica la secuencia
gD de PRV, y que es 99,5% idéntica a SEQ ID NO:1, induce la formacién de anticuerpos neutralizantes anti-PRV y
también una respuesta inmune celular especifica de PRV (KR 2003/0045139). El PRV porcino tiene solamente un
serotipo, por lo que usualmente la inmunidad de proteccién cruzada entre cepas de PRV porcino esta considerada
como muy fuerte. Sin embargo, los lechones pueden sufrir todavia de la pseudorrabia porcina tipica después de su
inyeccion con vacunas comerciales, con signos tales como fiebre alta de larga duracion, depresion, pérdida de apetito,
y signos respiratorios y/o neuroldgicos. Las manifestaciones mas importantes incluyen dicha infeccion entre los cerdos
a cualesquiera edades, transmision horizontal entre las piaras de cerdos, periodo de incubacion corto (1 ~ 2 dias),
grados de morbilidad entre 10% ~ 100%, grado de mortalidad en los cerdos entre 10% ~ 100% (la grado de mortalidad
en los lechones puede alcanzar hasta 100%), fiebre alta en los cerdos después de infectarse (40°C ~ 42°C, con
duracion hasta mas de 3 dias), disnea, diarrea, respiracion sibilante, tos, estornudos, paralisis de los miembros
posteriores, posicion de perro sentado, caida repentina, convulsiones, posicion tumbada de lado, opistétonos, golpeo
con los brazos, y finalmente muerte por agotamiento, pudiendo causar también la infeccion signos de trastorno
reproductivo tales como menor calidad del semen de los cerdos macho, asi como aborto de las cerdas prefiadas (la
grado de abortos puede alcanzar hasta 35%), parto prematuro, parto muerto, lechones debilitados (los lechones
debilitados mueren hacia los 14 dias de edad), etc. Por medio de la técnica anterior, los cerdos vacunados no pueden
resistir completamente los ataques del virus salvaje, y sufren ademas signos como fiebre alta, depresion, pérdida de
apetito parcial o completa, con un grado de infeccion mayor que 30% y un grado de mortalidad entre 10% y 20%. No
existen vacunas en la técnica anterior capaces de resolver la pseudorrabia causada por cepas variantes del virus de
la pseudorrabia porcina.

Compendio de la invencion

El alcance de la invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2762 535 T3

A fin de resolver la deficiencia de la técnica anterior, la presente invencion esta orientada a proporcionar una cepa del
virus de la pseudorrabia porcina como se define en las reivindicaciones para preparacion de vacunas como se definen
en las reivindicaciones que, por ensayos en animales, se ha demostrado proporcionan una funciéon inmune satisfactoria
para la pseudorrabia porcina.

La presente invencion proporciona una cepa del virus de la pseudorrabia porcina que comprende la glicoproteina gD
codificada por la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO. 4; en donde dicha cepa del virus de la
pseudorrabia comprende la glicoproteina gB codificada por la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO. 5; y
en donde dicha cepa del virus de la pseudorrabia es la cepa HN1201, cuyo numero de acceso es CCTCC NO. V
201311; dicha cepa HN1201 fue depositada en el China Center for Type Culture Collection (CCTCC) en fecha 20 de
mayo, 2013.

En la presente invencion, la "secuencia de nucledétidos"” se refiere a una secuencia de acido desoxirribonucleico (DNA),
que puede transcribirse en una secuencia de RNA correspondiente.

En la presente invencion, el término "glicoproteina gD" se refiere a una proteina estructural requerida para la infeccion
de PRV, que es una de las glicoproteinas principales en la superficie de la envoltura de las particulas maduras de
virus, llamada también proteina gp50.

En la presente invencion, el término "homologia" se refiere al nivel de semejanza entre dos secuencias de aminoacidos
o dos secuencias de nucledtidos. La homologia entre secuencias de aminoacidos o secuencias de nucledtidos puede
calcularse por cualesquiera métodos apropiados bien conocidos en la técnica, por ejemplo, la secuencia diana de
aminoacidos (o nucledtidos) y la secuencia de referencia de aminoacidos (o nucleétidos) se alinean, pudiendo
inducirse lagunas en caso necesario para optimizar el nimero de los aminoacidos (o nucleétidos) idénticos entre dos
secuencias alineadas, y el porcentaje de los aminoacidos (o nucledtidos) idénticos entre dos secuencias alineadas
puede calcularse de acuerdo con ello. La alineacién de secuencias de aminoacidos (o nucleétidos) y el calculo de la
homologia pueden realizarse utilizando software bien conocido en la técnica. Ejemplos de dicho software incluyen,
pero no se limitan a, BLAST (al que puede accederse a través del sitio de Internet National Center for Biotechnology
Information, NCBI, http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi o puede encontrarse en Altschul S. F. et al, J. Mol. Biol,
215:403-410 (1990); Stephen F. et al, Nucleic Acids Res. , 25:3389-3402(1997) ), ClustalW2 (al que puede accederse
a través del sitio de Internet del European Bioinformatics Institute, EBI, http://www. eji. ac. uk/Toolsa/clustalw2/, o
puede encontrarse en Higgins D. G. et al, Methods in Enzymology, 266:383-402(1996); Larkin M. A. et al,
Bioinformatics (Oxford, England), 23(21):2947-8(2007)), and TCoffee (al que puede accederse a través de un sitio en
Internet del Swiss Institute of Bioinformatics, SIB, http://tcoffee. vital-it. ch/cgi-bin/Tcoffee/tcoffee cgi/index. cgi, o puede
encontrarse en, Poirot O. et al, Nucleic Acids Res., 31(13):3503-6(2003); Notredame C. et al, J. Mol. Biol, 302(1):205-
17(2000)) etc. Esta plenamente dentro del alcance de los conocimientos de una persona experta en la técnica que
cuando se utiliza el software para realizar el alineamiento de secuencias, pueden utilizarse los parametros por defecto
proporcionados por el software o ajustar los parametros proporcionados por el software conforme a la condicion actual.

Dicha cepa de PRV comprende la glicoproteina gB codificada por la secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ
ID NO. 5 del listado de secuencias.

Preferiblemente, dicho PRV conforme a la invencién comprende la glicoproteina gC codificada por la secuencia de
aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO. 3 del listado de secuencias.

Preferiblemente, dicha cepa de PRV es la cepa HN1201 (virus de la pseudorrabia, cepa HN1201), cuyo nimero de
acceso es CCTCC NO. V 201311; la cepa HN1201 fue depositada en el China Center for Type Culture Collection
(CCTCC) en fecha 20 de mayo 2013, cuya direccion es Wuhan University, Wuhan City, Hubei Province.

El término "cultivo" se refiere a cultivos de diferentes pasos del virus, conocidos por los expertos en la técnica, que
pueden tener sélo variaciones minusculas de un paso a otro. Preferiblemente, dicho cultivo es un cultivo dentro de 5
~ 35 pasos.

Otra finalidad de la invencién es proporcionar una composicién de vacuna que comprende una cantidad inmune de
vacuna desactivada de dicha cepa del virus de la pseudorrabia porcina HN1201, o de una vacuna subunitaria que
comprende el antigeno de la proteina G de la cepa PRV HN1201 codificado por la secuencia de nucleétidos que se
muestra en SEQ ID NO. 4, y un adyuvante oleoso, como se define en las reivindicaciones.

Preferiblemente, la composicién de vacuna conforme a la presente invencién comprende dicho PRV o antigeno del
mismo como componente activo.

Opcionalmente, el antigeno puede comprender proteina gB con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 2 o uno
cuyo fragmento comparte al menos 95% de homologia con la secuencia de SEQ ID NO. 2.

Opcionalmente, el antigeno puede comprender proteina gC con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 3 o uno
cuyo fragmento comparte al menos 95% de homologia con la secuencia de SEQ ID NO. 3.
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Como se utiliza en esta memoria, la expresion "vacunas vivas" se refiere a vacunas preparadas por virus que pueden
reproducirse todavia en el hospedador o en las células y mientras tanto se ha debilitado su virulencia. Como se utiliza
en esta memoria, el término "atenuado" se refiere a una reduccion artificial de la virulencia de los patdégenos por
mutacion de genes mediante preparacion de patégenos que estan privados de patogenicidad, pero mantienen
inmunogenicidad. Generalmente, la atenuacion puede conseguirse por irradiacion UV, procesamiento quimico o
subcultivo continuo de orden alto in vitro. La alteracion artificial de los genes atenua la virulencia por, v.g., la delecion
de algunos nucledtidos especificos en la secuencia dada.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "vacuna desactivada”, denominada también vacuna no viva, se refiere
a una suspension de virus desactivado utilizada como antigeno para producir inmunidad. Ejemplos de vacunas
desactivadas incluyen vacunas de virus enteros y vacunas de virus divididos. Por empleo de métodos conocidos es
facil producir vacunas desactivadas. Por ejemplo, pueden obtenerse vacunas de virus enteros desactivadas por
tratamiento con soluciéon de formaldehido. Vacunas de virus divididos pueden prepararse con envolturas de virus
después de tratamiento con éter.

La expresion "vacuna subunitaria”" se refiere a una vacuna preparada por expresion sumamente eficaz del gen
antigénico protector de un patégeno mediante clonacién del mismo en un sistema de expresién procariota o eucariota.
Una vacuna subunitaria tiene menos riesgo de reacciones adversas que una vacuna de virus entero. Por ejemplo, la
proteina gD o proteina gC de PRV expresada puede utilizarse para preparar vacunas subunitarias.

La expresién "vacuna peptidica sintética" se refiere a un pequeino péptido que comprende solamente el componente
de determinantes inmundégenos, es decir una vacuna preparada por sintesis de un péptido protector corto conforme a
la secuencia de aminoacidos de proteinas naturales, y adicion de un adyuvante después de unién de las mismas a un
vehiculo.

Preferiblemente, dicha composiciéon de vacuna de la invencién comprende una vacuna desactivada de la cepa PRV
HN1201 o cultivo de la misma, cuyo contenido no es menor que 108°TCIDsg/ml.

Preferiblemente, dicha composicion de vacuna de la presente invencion puede comprender 108°TCIDso/ml PRV por
cerdo. La vacuna no puede desencadenar eficazmente la generacion de anticuerpos cuando la cantidad de dicho PRV
utilizada es menor que 108°TCIDso/ml. Por otra parte, la cantidad excesiva puede no ser econodmica.

Preferiblemente, dicha composicion de vacuna comprende 25-100 ug/dosis de antigeno de la proteina gD de la cepa
PRV HN1201 o cultivo de la misma.

Adicionalmente, dicha vacuna de la pseudorrabia de la presente invencion puede utilizarse junto con otros patégenos
o antigeno desactivados para preparar vacunas combinadas o vacunas complejas contra diversas enfermedades, con
inclusion de la pseudorrabia. Como se utiliza en esta memoria, la expresion "vacuna combinada” se refiere a una
vacuna preparada con la mezcla de virus por mezcladura del virus de la pseudorrabia de la presente invencion con al
menos un virus diferente. La expresion "vacuna compleja" se refiere a una vacuna preparada a partir de virus y
bacterias. Por ejemplo, el virus de la pseudorrabia de la presente invencion puede mezclarse o combinarse con el
virus de la fiebre clasica de los porcinos, el virus del sindrome reproductivo y respiratorio de los porcinos, el circovirus
en los porcinos y/o Haemophilus parasuis y micoplasma.

Dicha composicion de vacuna comprende adicionalmente adyuvante 206 (SEPPIC, Francia).

Un objetivo mas de la presente invencion es proporcionar un método para preparar dicha composiciéon de vacuna que
comprende los pasos siguientes: amplificacion y cultivo de la cepa PRV HN1201, desactivacion, y mezcla subsiguiente
con adyuvante 206 (SEPPIC, Francia), y mezcladura concienzuda, como se define en las reivindicaciones.

Especificamente, el método comprende los pasos: (1) inoculacion de las cepas de la vacuna PRV en células sensibles
respectivas, y cultivo de las células sensibles inoculadas; y recoleccion posterior del cultivo de células; y (2) tratamiento
de los virus obtenidos en el paso (1) con solucion de formaldehido, BPL (B-beta-propiolactona) o BEI (etilenimina
binaria).

Las células sensibles pueden ser lineas de células continuas o lineas de células primarias. Las células sensibles
adaptadas al cultivo de PRV incluyen, pero no se limitan a, lineas de células continuas tales como la linea de células
ST (ATCC CRL-1746), la linea de células PK-15 (ATCC CCL-33), la linea de células Marc-145 de rifién del mono verde
africano (ATCC CRL-12219), la linea de células MDBK Madin-Darby de rifién de bovino (ATCC CCL-22), la linea de
células de cornete de bovino BT (ATCC CRL-1390), la linea de células Vero (ATCC CCL-81), la linea de células BHK-
21 (ATCC CCL-10), la linea de células continua de rifidn de cerdo (tales como IBRS-2, véase p. ej. DECASTRO, M.
P. 1964. Behavior of foot and mouth disease virus in cell culture: susceptibility of the IB-RS-2 swine cell line. Arquivos
Instituto Biologica 31:63-78), la linea de células continua de rifién de conejo (RK, p. ej. ATCC CCL-106) etc., y lineas
de células primarias tales como fibroblastos de embrion de pollo y células de rifion de porcino, etc. Las células
primarias pueden aislarse y prepararse a partir de tejidos de animales por métodos bien conocidos en la técnica.
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La composiciéon de vacuna conforme a la presente invencion puede prepararse en formas de dosificacion orales o
formas de dosificacion no orales. Se prefieren las formas de dosificacién no orales que pueden administrarse por ruta
intradérmica, ruta intramuscular, ruta intraperitoneal, ruta intravenosa, ruta subcutanea, ruta intranasal o ruta epidural.

Otra finalidad de la invencidon es proporcionar un método para preparacién de la composiciéon de vacuna, que
comprende los pasos: (1) clonacion de dicho gen gD recombinante de PRV; (2) expresion de dicha proteina gD
recombinante de PRV; y (3) mezcladura de dicho antigeno de la proteina gD de PRV con adyuvante 206 (SEPPIC,
Francia) y emulsionamiento de la mixtura resultante.

Una afinidad adicional de la invencién es proporcionar dicha composiciéon de vacuna para su uso en el tratamiento de
la infeccion de PRV.

Como se utiliza en esta memoria, la expresién "enfermedades relacionadas con PRV" puede referirse adicionalmente
a enfermedades causadas por infeccion de PRV. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, signos neurolégicos obvios,
estado letargico, gritos, diarrea con vomito, y fiebre en los lechones infectados, y aborto, fetos momificados o nacidos
muertos o trastorno reproductivo en las cerdas prefiadas infectadas.

Como se utiliza en esta memoria, la expresiéon "enfermedades relacionadas con PRV" puede referirse adicionalmente
a enfermedades con manifestaciones importantes que incluyen, pero no se limitan a, infeccién entre los cerdos a
cualesquiera edades, transmision horizontal entre las piaras de cerdos, periodo de incubacion corto (1 ~ 2 dias), grados
de morbilidad entre 10% ~ 100%, grado de mortalidad en los cerdos entre 10% ~ 100% (la grado de mortalidad en los
lechones puede alcanzar hasta 100%), fiebre alta en los cerdos después de infectarse (40°C ~ 42°C, con duracion
hasta mas de 3 dias), disnea, diarrea, respiracion sibilante, tos, estornudos, paralisis de los miembros posteriores,
posicion de perro sentado, caida repentina, convulsiones, posicion tumbada de lado, opistétonos, golpeo con los
brazos, y finalmente muerte por agotamiento, y signos de trastorno reproductivo causados por la infeccion tales como
menor calidad del semen de los cerdos macho, asi como aborto de las cerdas prefiadas (la grado de abortos puede
alcanzar hasta 35%), parto prematuro, parto muerto, lechones debilitados (los lechones debilitados mueren hacia los
14 dias de edad), etc. Las diferencias entre los signos descritos anteriormente y los signos causados por la infeccion
del virus de la pseudorrabia regular en la técnica anterior son: en los cerdos adultos (cuyo peso es superior a 50 kg),
fiebre alta de los cerdos infectados (40°C ~ 42°C, que puede durar hasta mas de 3 dias), disnea, diarrea, respiracion
sibilante, tos, estornudos, pardlisis de los miembros posteriores, posicién de perro sentado, caida repentina,
convulsiones, posicion tumbada de lado, opistétonos, golpeo con los brazos, y finalmente muerte por agotamiento;
incidencia repentina de pseudorrabia en lechones recién nacidos y lechones de edad inferior a 4 semanas, que da
como resultado ulterior la muerte masiva con una mortalidad mayor que 90%; manifestaciones principales en los
lechones infectados que incluyen temperatura corporal elevada superior a 41°C, pérdida completa del apetito, signos
neurolégicos obvios y diarrea; y en los lechones inmediatamente antes o después del destete, principalmente signos
respiratorios, tales como disnea, tos y narices moqueantes, etc.

Como se utiliza en esta memoria, el término "prevencion” se refiere todas las conductas orientadas a inhibir la infeccién
del virus de la pseudorrabia o retardar la aparicién de la enfermedad por administracién de la composicién de vacuna.
El término "tratamiento" se refiere a todas medidas orientadas a aliviar o curar los signos causados por la infeccion de
PRV mediante la administracion de la composiciéon de vacuna conforme a la presente invencion.

Breve Descripcion de los Dibujos

Figura 1. Resultado del analisis de homologia entre las secuencias de aminoacidos de gC en la cepa HN1201 y la
cepa SA215.

Figura 2. Resultado del analisis de homologia entre las secuencias de aminoacidos de gD en la cepa HN1201 y la
cepa SA215.

Listado de secuencias

SEQ ID NO. 1 es la secuencia de aminoacidos de gD en la cepa PRV HN1201.
SEQ ID NO. 2 es la secuencia de aminoacidos de gB en la cepa PRV HN1201.
SEQ ID NO. 3 es la secuencia de aminoacidos de gC en la cepa PRV HN1201.
SEQ ID NO. 4 es la secuencia de nucledtidos de gD en la cepa PRV HN1201.
SEQ ID NO. 5 es la secuencia de nucleétidos de gB en la cepa PRV HN1201.
SEQ ID NO. 6 es la secuencia de nucleétidos de gC en la cepa PRV HN1201.
Descripcion detallada

La descripcion de la presente invencion se proporciona adicionalmente como sigue con referencia a las realizaciones
especificas, y las caracteristicas y ventajas de la presente invencién se haran mas evidentes a partir de la descripcion
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siguiente. Sin embargo, estas realizaciones son sélo ilustrativas, pero no constituyen limitacion alguna del alcance de
la presente invencioén, que esta definido Unicamente por las reivindicaciones.

La expresion "por cerdo” se refiere a la cantidad de vacuna inyectada a cada cerdo.

En la invencion, el término "TCIDso" se refiere a la dosis infectiva de cultivo de tejido del 50%, una forma de representar
la infectividad viral.

El medio liquido Medio Esencial Minimo (MEM) se prepara con medio MEM seco pulverizado adquirido de Life
Technologies, Corp. conforme a las instrucciones.

El medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) en la presente invencion se prepara con referencia al método de
preparacion del Apéndice A de GB/T18641-2002 Diagnostic Techniques for Aujeszk’s Disease.

El término "PBS" es la abreviatura para Solucién Salina Tamponada con Fosfato, y PBS 0,01 mM de pH 7,4 se prepara
como se describe en Molecular cloning: Laboratory manuals, 32 edicion.

Ejemplo 1
Recogida y aislamiento de los virus

Se recogi6 tejido cerebral de porcino en condiciones asépticas a partir de muestras aisladas de muestras de la
provincia de Henan sospechosas de padecer infeccion de pseudorrabia, afiadidas en medio liquido MEM en una ratio
de 1:10 (V:V), y se triturd para preparar una suspension de tejido. Después de 3 veces de congelacion-descongelacion
repetidas, la suspension de tejido se centrifugé a 2000 rpm durante 15 minutos. Se recogio luego el sobrenadante, se
filtré a través de un filtro de 0,2 pm se subcultivd en células PK-15 y se incubd a 37°C durante 1h, después de lo cual
se cambio el medio por adicion de medio liqguido MEM suplementado con suero de bovino fetal al 2%, y se incubd a
37°C durante 5 dias. El PRV se detecto con el kit de deteccion de PRV PCR (Beijing Anheal Laboratories Co., Ltd), y
el resultado fue positivo; el kit PCR se emple6 para detectar la contaminacion con virus exético (kit de deteccion RT-
PCR del virus reproductivo porcino y el virus del sindrome respiratorio, kit de deteccion del parvovirus porcino y kit de
deteccion del virus de la fiebre clasica del cerdo RT-PCR, adquiridos todos ellos de Beijing Anheal Laboratories Co.,
Ltd) para el virus aislado y el resultado de la deteccion PCR fue negativo, indicando una especie viral pura.

La cepa PRV aislada se deposité en la China Type Culture Collection el 20 de mayo de 2013 y se designé cepa
HN1201 (virus de la pseudorrabia, cepa HN1201) cuyo nimero de acceso es CCTCC NO. V 201311 y la direccion de
conservacion es Wuhan University, Wuhan City, Hubei Province.

Ejemplo 2
Caracteristicas genéticas del virus aislado

Las caracteristicas genéticas del virus aislado en el Ejemplo 1 se determinaron por medio de analisis de genes. Se
utilizé como molde DNA gendmico preparado a partir del virus de la pseudorrabia aislado de células PK-15, con los
cebadores que se muestran en la Tabla 1 para reacciones de amplificacion PCR. Se utilizé el Cebador 5.0 para
designar la secuencia cebadora para amplificacion de los genes gB, gC y gD, respectivamente.

El DNA genomico extraido se utiliz6 como molde para preparar el sistema de amplificacion PCR siguiente: 100 ug
DNA molde, 0,5 yl DNA-polimerasa PrimerSTAR HS (2,5 U/ul), 25 pL tampodn 2 x PrimerSTAR GC, 1 pL de cada
cebador aguas arriba y aguas abajo (10 pmol/ul), 4 ul de mezcla dNTP (2,5 mM cada uno), ajustado a un volumen
final de 50 yl con agua destilada. Se llevé a cabo una reaccion PCR en dos pasos por una desnaturalizacion inicial
durante 10 segundos a 98°C, seguida por reasociacion y extension a 68°C (todo el tiempo se calcula por 1 kb/minuto)
y se realizaron 30 ciclos en total. Las reacciones PCR se finalizaron a 4°C. El analisis de los productos de amplificacion
se condujo por electroforesis en gel de agarosa al 1% que contenia bromuro de etidio. Se determinaron las secuencias
de los productos PCR. Los datos de las secuencias se analizaron por Lasergene.

Tabla 1. Secuencias de los cebadores PCR

Gen diana Secuencia cebadora (5' — 3) Tamafio del producto PCR

gB aagcgcatctttattgtttcceg 2957pb
ggcttctaccgcttccagacgg

gC accgtcgccatgtgcgcecacta 1603pb
cgggtcggactcgctgtcgtttatt

gD ttcccatacactcacctgccage 1250pb
tcgacgccggtactgcggag
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Ejemplo 3
Test de patogenicidad del virus
3.1 Patogenicidad del virus en lechones de diferentes dias de edad

6 lechones de 34 ~ 35 dias de edad que eran negativos para anticuerpos de pseudorrabia se dividieron aleatoriamente
en 2 grupos, uno con 4 lechones (grupo experimental) y el otro con 2 lechones (grupo de control), en donde el grupo
experimental se inoculd con la cepa PRV HN1201 por instilacion intranasal (la dosis de exposicién es 2 x
1089TCIDso/lechdn) y el grupo de control se inoculd con medio DMEM. Mientras tanto, se inocularon 4 lechones de 49
dias de edad con el tercer paso de la cepa virulenta HN1201 después de la preservacion (la dosis de exposicion fue
2 x 108°TCIDso/lechén), y el control son todavia lechones de 35 dias de edad. Después de la inoculacion del virus, se
determind diariamente la temperatura de los lechones, y se observaron los signos clinicos y el estado de la muerte.
Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Patogenicidad de la cepa PRV HN1201 en lechones de diferentes dias de edad

Grupo Numero Dias Dosis de | Signos Estado de
Inoculacion Clinicos Muerte
1 A1 35 2 X Temperatura Murié el dia 4
108°TCIDso/lechon corporal después de
aumentada, exposicion al
depresion, virus
A2 pérdida de Murié el dia 5
apetito, después de
aparicion de | exposicion al
signos virus
A3 respiratorios | Muri¢ el dia 5
ylo después  de
neurolégicos exposicion  al
virus
A4 Muri6 el dia 6
después de
exposiciéon  al
virus
2 B1 49 2 X Temperatura Murié el dia 7
108°TCIDso/lechon corporal después de
aumentada, exposiciéon  al
depresion, virus
B2 pérdida de Muri6é el dia 7
apetito, después de
aparicion de | exposicion al
signos virus
B3 respiratorios Murié el dia 5
ylo después  de
neurolégicos exposicion  al
virus
B4 Sobrevivié
3 C1 35 Control DMEM Normal Sobrevivié
C2 Sobrevivié

Los resultados demostraron que la inoculaciéon con la cepa PRV HN1201 en los lechones con diferentes dias de edad
podia conducir a la aparicién de la pseudorrabia en los lechones, asi como la muerte de mas de 3/4 de los lechones
inoculados.

3.2 Patogenicidad del virus a diferentes dosis en los lechones

8 lechones de 49 dias de edad que eran negativos para anticuerpos de la pseudorrabia se dividieron aleatoriamente
en 2 grupos, cada uno con 4 lechones, y se utilizaron adicionalmente 2 lechones mas como control. Los grupos
experimentales se inocularon con 2 x107-°TCIDse/lechon de la cepa PRV HN1201 o 2 x 108°TCIDso/lechon por
instilacion intranasal, respectivamente, y el grupo de control se inoculé con medio DMEM. Después de la inoculacion
del virus, se determind diariamente la temperatura corporal de los lechones, y se observaron los signos clinicos y el
estado de la muerte. Los resultados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Patogenicidad de diferentes dosis de la cepa PRV HN1201 en los lechones

Grupo Numero Dosis de Inoculacion | Signos Clinicos Estado de Muerte
1 A1 2 X Signos clinicos Muri6 el dia 5
107-°TCIDso/lechon significativos: después de
temperatura exposicion al virus
A2 aumentada, Muri6 el dia 6
depresion, pérdida después de
de apetito exposicioén al virus
A3 Muri6 el dia 6
después de
exposicion al virus
A4 Muri6 el dia 6
después de
exposicion al virus
2 B1 2 x Signos clinicos Muri6 el dia 2
1089TCIDso/lechon significativos: después de
temperatura exposicion al virus
B2 aumentada, Muri6 el dia 3
depresion, pérdida después de
de apetito exposicioén al virus
B3 Muri6 el dia 4
después de
exposicion al virus
B4 Muri6 el dia 4
después de
exposicion al virus
3 C1 Control de DMEM Normal Sobrevivié
C2 Sobrevivié

Los resultados demostraron que la inoculacién con diferentes dosis de la cepa PRV HN1201 aislada clinicamente en
los lechones de 49 dias de edad podia conducir de hecho a la aparicién de pseudorrabia en los lechones, de los cuales
murieron 4/4.

Ejemplo 4
Preparacién de la vacuna de PRV desactivada

El cultivo de diferentes pasos de la cepa aislada se inoculd, conforme a la Tabla 4, en un cultivo de células PK-15 para
formar un lote de siembra que se inoculd luego en una monocapa de cultivo de células PK al 1% (V/V) de la cantidad
del medio de virus de liquido y se puso en una incubadora rotativa a 37°C. El medio celular que contenia virus se
cosecho cuando el efecto citopatico de las células alcanzé 80%; los virus se cosecharon después de 2 tandas de
congelacion-descongelacion y se evalud el titulo de virus. Se afiadié solucion de formaldehido al 10% (V/V) a diferentes
pasos de la solucidon de virus respectivamente, con una concentracion final de 0,2% (V/V). La solucién de virus se
desactivd a 37°C durante 18 horas, agitando durante 10 minutos cada 4 horas, y se diluyé con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) a pH 7, 4 hasta el contenido de virus que se muestra en la Tabla 4, se mezcl6 con
adyuvante 206 (SEPPIC, Francia) conforme a la ratio volumétrica de 54:46, y se agité a 120 rpm durante 15 minutos
a 30°C.

Tabla 4. Preparacion de cada grupo de vacunas de pseudorrabia

Grupo Numero de pasos del cultivo | Contenido de virus antes | Ratio de vacunas (solucién de
de HN1201 de la desactivacion virus desactivado:adyuvante 206)
A 5 10843TCID50/ml 54:46
B 35 1080TCID50/mI 54:46
Ejemplo 5

Ensayo de inmunogenicidad de las vacunas desactivadas

16 lechones de 21 dias de edad que eran negativos para anticuerpos PRV se dividieron aleatoriamente en 4 grupos,
cada uno con 4 lechones, y se inyectaron con vacunas conforme a la Tabla 5. Dos grupos inyectados con vacunas
desactivadas se inyectaron con 2 ml/lechén de las vacunas contra la pseudorrabia desactivadas preparadas en el
Ejemplo 4. Como vacuna de control, se aplico la cepa SA215 de vacuna viva preparada utilizando el método descrito
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en el documento CN101186902 conforme al método para determinacion de la inmunogenicidad en la memoria
descriptiva de la patente. El grupo de control se inocul6 con 2 ml/lechén de medio DMEM.

Tabla 5. Agrupacion del ensayo de inmunogenicidad

Grupo Vacunas inyectadas Dosis

Grupo A inyectado con vacuna Vacuna del grupo A preparada en el 2 ml/lechén
desactivada Ejemplo 4

Grupo B inyectado con vacuna Vacuna del grupo B preparada en el 2 ml/lechén
desactivada Ejemplo 4

Grupo inyectado con vacuna viva SA 215 | Vacuna viva de PRV 1089TCIDso/lechon
Grupo de control Medio DMEM 2 ml/lechén

Después de la inmunizacion con las vacunas, se determinaron semanalmente los titulos de anticuerpos neutralizantes
5 de los grupos de vacunas desactivadas conforme al método del test de neutralizacion del suero GB/T18641-2002
Diagnostic Techniques for Aujeszk's Disease. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Titulos de anticuerpos neutralizantes en diferentes momentos en los lechones después de inmunizacién
con vacunas de PRV desactivadas

Grupo Valor promedio de titulos de neutralizacién de anticuerpos en
tiempos diferentes (semanas)
1 2 3 4
Grupo A inyectado con vacuna desactivada |1:4,8 1:11,2 1:16,0 1:37,7
Grupo B inyectado con vacuna desactivada |1:4,0 16,3 1:13,5 1:22,4
Grupo inyectado con vacuna viva 1:3,7 1:4,0 1:10,0 1:16,0
Grupo de control Negativo Negativo Negativo Negativo

El resultado de la Tabla 6 indicaba que la inmunizacién con vacunas PRV desactivadas en los lechones puede producir
10 titulos neutralizantes altos que aumentan con el tiempo de inmunizacién.

Los lechones se expusieron con 2 x 108°TCIDso/lechon de la cepa PRV HN1201 el dia 28 después de la inmunizacion,
se observaron los signos clinicos y el estado de la muerte como se muestra en la Tabla 7. Después de la exposicion,
se determiné diariamente la temperatura corporal de los lechones como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 7. Exposicion viral para los lechones después de la inmunizacién con vacunas de PRV desactivadas

Grupo Signos clinicos y estado de la muerte Grado de proteccion
Grupo A inyectado con Temperatura corporal aumentada durante 2-3 dias, | 100% (4/4)
vacuna desactivada apetito normal, basicamente sin signos neurolégicos,
sobrevivio
Grupo B inyectado con Temperatura corporal aumentada durante 2-3 dias, | 100% (4/4)
vacuna desactivada apetito normal, basicamente sin signos neurolégicos,
sobrevivio
Grupo inyectado con Temperatura corporal aumentada durante 7-10 dias, | 100% (4/4)
vacuna viva pérdida de apetito, signos neurolégicos
significativos, sobrevivio
Grupo de control Signos significativos, dos lechones murieron el dia 2 | 0% (0/4)
después de la exposicion, y todos ellos murieron
dentro de 3 dias después de la exposicion

15 Tabla 8. Cambio de temperatura corporal después de exposicion para los lechones inmunizados con vacunas de
PRV
Dia Grupo A inyectado con | Grupo B inyectado con | Grupo inyectado
vacuna desactivada vacuna desactivada con vacuna viva
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Dia 1 después de la exposicion 39,5 39,6 39,4
Dia 2 después de la exposicion 41,2 41,6 41,8
Dia 3 después de la exposicion 40,5 40,3 41,2
Dia 4 después de la exposicion 40,2 39,7 41,6
Dia 5 después de la exposicion 39,7 39,5 41,4
Dia 6 después de la Exposicion 39,6 39,4 41,3
Dia 7 después de la exposicion 39,7 39,5 41,4
Dia 8 después de la exposicion 39,5 39,7 41,2
Dia 9 después de la exposicion 39,6 39,4 41,5
Dia 10 después de la exposicién | 39,2 39,5 40,6
Dia 11 después de la exposicién | 39,5 39,7 39,7
Dia 12 después de la exposicion | 39,4 39,5 39,8
Dia 13 después de la exposicién | 39,3 39,4 39,7
Dia 14 después de la exposicion | 39,2 39,1 39,4

Los resultados de las Tablas 7 y 8 indicaban que la inmunizacién de los lechones con vacunas PRV desactivadas
podia proporcionar un grado de proteccion de 100% (4/4) a los lechones, aun cuando la infeccion de virus no pudo
evitarse (los lechones presentaban signos clinicos), mientras que todos los lechones en el grupo de control habian
muerto el dia 4 después de la exposicion, por lo que las vacunas de PRV desactivadas pueden proporcionar proteccion
excelente. Adicionalmente, la temperatura corporal de los lechones inmunizados con las vacunas desactivadas
aumentaba durante menos tiempo comparada con la vacuna viva como vacuna de control, y aquéllos mantenian
también un apetito basicamente normal sin signo clinico alguno, lo que indicaba una proteccion inmune excelente.

Ejemplo 6
Preparacion de la proteina gD de PRV
1. Amplificacién del gen gD de PRV

Las células PK-15 perfectamente sanas se inocularon con la cepa PRV HN1201 o cultivo de la misma de diferentes
pasos (la cepa de PRV era la cepa HN1201 (virus de la pseudorrabia, cepa HN1201), cuyo nimero de acceso era
CCTCC NO. V 201311; la cepa HN1201 fue depositada en el China Center for Type Culture Collection (CCTCC), cuya
direccion era Wuhan University, Wuhan City, Hubei Province) el dia 20 de mayo de 2013, y el cultivo de diferentes
pasos era el cultivo dentro de 5 ~ 35 pasos. El DNA gendmico de PRV se extrajo utilizando el Kit de Extraccion de
RNA/DNA MiniBEST Viral Ver. 3.0 (TAKARA) después de la recoleccion de los virus. La amplificacion PCR se realizd
utilizando 1 yL de DNA genémico como molde y los cebadores especificos de gD siguientes:

gDSF: 5" ATGCTGCTCGCAGCGCTATTGGC 3'y
gDSR: 5 CTACGGACCGGGCTGCGCTTTTAGS'.

En la reaccion PCR se utilizé la polimerasa de alta fidelidad Prime STAR® HS DNA Polymerase con Tampon GC
(TAKARA). Las condiciones de amplificacion fueron: 94°C 3 min; 94°C 30 s, 68 °C 90 s, 30 ciclos; 72°C 5 min. El
producto PCR se designé gD, cuya secuencia de nucleétidos se muestra en SEQ No. 4, y la secuencia de aminoacidos
pueden deducirse como se muestra en SEQ No. 1.

2. Adquisicion e identificacion del Bacmido recombinante

El producto PCR, gD obtenido de la amplificacién con la polimerasa de alta fidelidad se cloné en el vector
pFastBac/HBM-TOPO (Invitrogen, A11339). El sistema de clonacion era como sigue: 4 uL producto PCR, gD, 1 ul de
solucion salina, 1 yl vector TOPO; 6 ul en total. La mixtura se mezclé a fondo y se incubd a la temperatura ambiente
durante 5 minutos, después de lo cual se utilizé para transformar células competentes One Shot® Mach1™ T1R. La
mezcla de transformacion se extendié en placas que contenian ampicilina. Se seleccioné una sola colonia para
identificar la direccionalidad de insercion del gen gD, y el plasmido con la direccionalidad de insercion correcta se
suministré a Invitrogen para su secuenciacion, a fin de comprobar la secuencia correcta. El plasmido con la secuencia
correcta se designé pFastBac/HBM-TOPO-gD.

Después de la transformacion del plasmido pFastBac/HBM-TOPO-gD en células DH10Bac competentes, se produjo
la transposicion entre el plasmido pFastBac/HBM-TOPO-gD y el Bacmido plasmidico lanzadera en las células
competentes, y el plasmido recombinante resultante se extrajo utilizando el Kit Miniprep de DNA Plasmidico Purelink™
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HiPure (Invitrogen), y la insercidon de gD se identifico con el cebador pUCM13 directo/pUCM13 inverso. El Bacmido
positivo se designé Bacmid-gD.

3. Transfeccion para la obtencién de baculovirus recombinante

Este paso se llevo a cabo basandose en el método proporcionado por las instrucciones del Sistema de Expresion
Secretada Bac-to-Bac HBM TOPO (Invitrogen). Se estratificaron 8 x 10° células sf9 en cada pocillo de una placa de 6
pocillos, se realiz6 la transfeccion conforme a las instrucciones del agente de transfeccion Cellfectin® 1l después de la
adherencia de las células: 8 pL de Cellfectin® Il y 1 ug de DNA Bacmid-gD se diluyeron respectivamente con 100 pL
de medio SF-900 Il y se mezclé vorticialmente. El DNA diluido se combiné con el agente diluido Cellfectin® Il (volumen
total ~ 210 pL), se mezcld concienzudamente y se incubd durante 15-30 minutos a la temperatura ambiente. Se afiadié
luego gota a gota a las células la mixtura de transfeccion. El sobrenadante del cultivo de células, marcado como
baculovirus PO recombinante vBac-gD, se recogié 72 horas después de la transfeccion o hasta que fue visible el efecto
citopatico. El baculovirus PO recombinante vBac-gD infecto las células sf9, y después de tres tandas de amplificacion
el baculovirus P3 recombinante resultante vBac-gD se utiliz para expresion de la proteina recombinante.

4. Infeccion de células High-five con el baculovirus recombinante para expresion de la proteina recombinante

El baculovirus recombinante P3 vBac-gD se inocul6 en células High-five (Invitrogen, B85502). Se realiz6 un cultivo de
suspension de células High-five en un matraz Erlenmeyer de 500 ml y las células se inocularon con el virus a una MOI
de 1 cuando la densidad de células alcanzé 7,0 x 10° células/ml. El sobrenadante del cultivo de células se recogio 72
horas después de la infeccion. Se emple6 un Sistema de Filtracion en Flujo Tangencial (Millipore) para concentrar el
volumen hasta 1/10 del original. Se utilizé 1% (V%) de Triton X-100 (Sigma) para desactivar el baculovirus, y el
contenido de proteina determinado por el método de densidad 6ptica SDS-PAGE era 200 pg/ml.

Ejemplo 7
Preparacién de las vacunas subunitarias de PRV

Los antigenos subunitarios preparados en el Ejemplo 6 se diluyeron con PBS (pH = 7,4) hasta los contenidos de
proteina indicados en la Tabla 9, se mezclaron con adyuvante 206 (SEPPIC, Francia) a una ratio volumétrica de 54:46,
y se agitaron a 120 rpm durante 15 minutos a 30°C.

Tabla 9. Preparacion de cada grupo de las vacunas subunitarias de la pseudorrabia

Grupo Contenido de proteina Ratio de vacunas (solucién de virus
desactivada: adyuvante 206)
A 25 pg/mL 54:46
B 100 pg/ml 54:46
Ejemplo 8

Ensayo de inmunogenicidad de las vacunas en los cerdos

12 lechones de 21 dias de edad que eran negativos para anticuerpos PRV se dividieron aleatoriamente en 3 grupos,
cada uno con 4 lechones, y se inyectaron con 2 ml/lechén de las vacunas subunitarias contra PRV preparadas en el
Ejemplo 7 conforme a la Tabla 10. El grupo de control se inoculé con 2 ml/lechén de medio DMEM.

Tabla 10. Agrupacioén del ensayo de inmunogenicidad

Grupo Vacunas inyectadas Dosis

Grupo A inyectado con vacuna Vacuna del grupo A preparada en | 2 ml/lech6n
subunitaria el Ejemplo 7

Grupo B inyectado con vacuna Vacuna del grupo B preparada en | 2 ml/lech6n
subunitaria el Ejemplo 7

Grupo de control Medio DMEM 2 ml/lechén

Los lechones se expusieron con 2 x 108°TCIDso/lechon de la cepa PRV HN1201 el dia 28 después de la inmunizacion,
y se observaron los signos clinicos y el estado de la muerte como se muestra en la Tabla 11. Después de la exposicion,
se determiné diariamente la temperatura corporal de los lechones como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 11. Exposicion viral para los lechones después de inmunizacion con las vacunas subunitarias de PRV

Grupo Signos clinicos y estado de la muerte | Grado de proteccion

11
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Grupo A inyectado con vacuna Temperatura corporal aumentada 100% (4/4)
subunitaria durante 2-3 dias, apetito normal,
basicamente sin signos neurolégicos,
sobrevivio

Grupo B inyectado con vacuna Temperatura corporal aumentada 100% (4/4)
subunitaria durante 2-3 dias, apetito normal,
basicamente sin signos neurolégicos,
sobrevivio

Grupo de control Signos significativos, dos murieron el | 0% (0/4)
dia 2 después de la exposicion, y todos
ellos murieron en el plazo de 3 dias
después de la exposicion

Tabla 12. Cambio de temperatura corporal de los lechones inmunizados con las vacunas subunitarias de PRV
después de la exposicion

Dia Grupo A inyectado con | Grupo B inyectado con
vacuna subunitaria vacuna subunitaria
Dia 1 después de la exposicion 39,5 39,5
Dia 2 después de la exposicion 41,2 41,6
Dia 3 después de la exposicion 40,3 40,2
Dia 4 después de la exposicion 40,1 39,7
Dia 5 después de la exposicion 39,6 39,5
Dia 6 después de la exposicion 39,6 39,3
Dia 7 después de la exposicion 39,6 39,5
Dia 8 después de la exposicion 39,5 39,4
Dia 9 después de la exposicion 39,5 39,6
Dia 10 después de la exposiciéon | 39,2 39,3
Dia 11 después de la exposiciéon | 39,3 39,4
Dia 12 después de la exposiciéon | 39,4 39,4
Dia 13 después de la exposiciéon | 39,2 39,4
Dia 14 después de la exposiciéon | 39,2 39,1

Los resultados de las tablas 11 y 12 indicaban que la inmunizacién con las vacunas subunitarias de PRV para
lechones podria proporcionar un grado de proteccion de 100% (4/4) a los lechones, aun cuando la infeccién de virus
no podia evitarse (los lechones presentaban signos clinicos), en tanto que todos los lechones de control habian
muerto el dia 4 después de la exposicién, por lo que las vacunas subunitarias de PRV pueden proporcionar una
proteccion excelente.

12
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<110> PULIKE BIOLOGICAL ENGINEERING,INC.

<120> Una variante del virus de la pseudorrabia, composiciones de vacunas, métodos de preparacion y usos de los
mismos

<160> 6

<170> Patentln version 3.3
<210> 1

<211> 402

<212> PRT

<213> Virus de la pseudorrabia
<400> 1

Met Leu Leu Ala Ala Leu Leu Ala Ala Leu Val Ala Arg Thr Thr Leu
1 5 10 15

Gly Ala Asp Val Asp Ala Val Pro Ala Pro Thr Phe Pro Pro Pro Ala
20 25 30

Tyr Pro Tyr Thr Glu Ser Trp Gln Leu Thr Leu Thr Thr Val Pro Ser
35 40 45

Pro Phe Val Gly Pro Ala Asp Val Tyr His Thr Arg Pro Leu Glu Asp
50 55 60

Pro Cys Gly Val Val Ala Leu Ile Ser Asp Pro Gln Val Asp Arg Leu
65 70 75 80

Leu Asn Glu Ala Val Ala His Arg Arg Pro Thr Tyr Arg Ala His Val
85 90 95

Ala Trp Tyr Arg Ile Ala Asp Gly Cys Ala His Leu Leu Tyr Phe Ile
100 105 110

Glu Tyr Ala Asp Cys Asp Pro Arg Gln Ile Phe Gly Arg Cys Arg Arg
115 120 125

Arg Thr Thr Pro Met Trp Trp Thr Pro Ser Ala Asp Tyr Met Phe Pro
130 135 140

Thr Glu Asp Glu Leu Gly Leu Leu Met Val Ala Pro Gly Arg Phe Asn
145 150 155 160

Glu Gly Gln Tyr Arg Arg Leu Val Ser Val Asp Gly Val Asn Ile Leu
165 170 175

Thr Asp Phe Met Val Ala Leu Pro Glu Gly Gln Glu Cys Pro Phe Ala
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Arg

Asp

Tyr

225

Asn

Ile

Pro

Ala

Gly

305

Pro

Glu

Arg

Gly

Arg

385

Gly

Val

Ser

210

Gln

Gly

Asp

Arg

Pro

290

Gly

Phe

Pro

Ser

val

370

Leu

Pro

<210> 2

<211> 914

Asp

195

Phe

Gln

Arg

Pro

Pro

275

Pro

Arg

Ala

Phe

val

355

Cys

Leu

<212> PRT

<213> Virus de la pseudorrabia

<400> 2

180

Gln

Lys

Pro

Thr

Ala

260

Arg

Gly

Pro

Pro

Pro

340

Ile

vVal

Gly

His

Arg

Pro

Leu

245

Arg

Pro

Arg

Thr

Pro

325

Pro

Vval

Tyr

Gly

Arg

Gly

His

230

Pro

Pro

Arg

Leu

Pro

310

Ala

Arg

Gly

Ile

Pro
390

Thr

Val

215

Arg

Arg

Ser

Pro

Pro

295

Arg

Val

Thr

Thr

Phe

375

Ala

Tyr

200

Asp

Glu

Ala

Ala

Lys

280

Glu

Pro

Val

Thr

Gly

360

Phe

Asp
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185

Lys

Val

Val

Tyr

Gly

265

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

345

Thr

Arg

Ala

Phe

Met

val

Ala

250

Ser

Glu

Ala

Arg

Ser

330

Ala

Ala

Leu

Asp

Gly

Asn

235

Ala

Pro

Pro

Thr

Pro

315

Gly

Pro

Met

Arg

Glu
395

Ala

Phe

220

Tyr

Ala

Arg

Ala

Arg

300

Glu

Trp

Gly

Gly

Gly

380

Leu

14

Cys

205

Leu

Trp

Thr

Pro

Pro

285

Asp

Thr

Pro

val

Ala

365

Ala

Lys

190

Trp

Thr

Tyr

Pro

Arg

270

Ala

His

Pro

Gln

Ser

350

Leu

Lys

Ala

Ser

Pro

Arg

Tyr

255

Pro

Thr

Ala

His

Pro

335

Arg

Leu

Gly

Gln

Asp

Phe

Lys

240

Ala

Arg

Pro

Ala

Arg

320

Ala

His

Val

Tyr

Pro
400



Met

Gly

His

Ala

Ala

65

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

145

Phe

Lys

Ile

Thr

Vval
225

Pro

His

Ala

Leu

50

Ser

Ala

Ser

Val

Pro

130

Glu

Lys

Asn

Thr

Asp

210

Arg

Ala

His

Ala

35

Ala

Ala

Glu

Asp

Arg

115

Ser

Tyr

Glu

Vval

Asn

195

val

Asn

Gly

Gly

20

Ala

Ala

Ser

Glu

Ala

100

Ala

Gly

Ser

Asn

Ile

180

Arg

Ile

Asn

Gly

Gly

Ala

Thr

Pro

Ser

Pro

Ala

Ser

Gln

Ile

165

Val

Phe

Asp

His

Gly

Ala

Arg

Pro

Ala

70

Leu

Asp

Ala

Thr

Gly

150

Ala

Thr

Thr

Arg

Lys
230

Leu

Gly

Gly

Thr

55

Pro

Glu

Gly

Thr

Val

135

Arg

Pro

Thr

Asp

Arg

215

Val

Trp

Leu

Ala

40

Cys

Gly

Glu

Glu

Glu

120

Val

Asn

His

Val

Arg

200

Gly

Thr
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Arg

Gly

25

val

Gly

Thr

Ile

Tyr

105

Arg

Arg

Phe

Lys

185

Val

Lys

Ala

Gly

10

Arg

Ala

Ala

Gly

Asp

Gly

Asp

Leu

Thr

Phe

170

Ser

Pro

Cys

Phe

Pro

Leu

Leu

Ala

Ala

75

Gly

Asp

Glu

Glu

155

Lys

Gly

Val

val

Asp
235

Arg

Trp

Ala

Ala

60

Thr

Ala

Leu

Phe

Pro

140

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser

220

Arg

15

Gly

Pro

Leu

45

Val

Pro

Val

Asp

Tyr

125

Glu

Ile

His

Thr

Val

205

Lys

Asp

His

Ala

30

Leu

Thr

Asp

Ser

Ala

110

Val

Gln

Ala

Ile

Tyr

190

Gln

Ala

Glu

Arg

15

Pro

Leu

Arg

Gly

Pro

Arg

Cys

Ala

Val

Tyr

175

Ala

Glu

Glu

Asn

Pro

His

Leu

Ala

Phe

80

Gly

Thr

Pro

Cys

Leu

160

Tyr

Ala

Ile

Tyr

Pro
240



Val

Gly

Phe

Ala

Ile

305

Glu

Tyr

Arg

Pro

Glu

385

Arg

Gln

Ile

Gly

Phe

465

Leu

Glu

Trp

Tyr

Arg

290

val

His

Pro

Asn

Lys

370

Met

Ala

Arg

Asp

Asp

450

Arg

Glu

Vval

His

His

275

Ser

Tyr

Ile

Ile

Phe

355

Thr

Ile

Leu

Val

Ala

435

Lys

Pro

Arg

Asp

Thr

260

Thr

val

Met

Gly

Asp

340

Leu

Arg

Arg

Gly

His

420

Ile

Pro

Leu

Leu

Leu

245

Thr

Gly

Tyr

Ser

Tyr

325

Leu

Arg

Arg

Asp

Ala

405

Leu

Tyr

Glu

Ile

Gly
485

Arg

Asn

Thr

Pro

Pro

310

Ala

Asp

Thr

val

Glu

390

Ser

Gly

Arg

val

Ser

470

Leu

Pro

Asp

Ser

Tyr

295

Phe

Pro

Ser

Pro

Cys

375

Thr

Phe

Asp

Arg

Tyr

455

Asn

Ala

Ser

Thr

Val

280

Asp

Tyr

Gly

Arg

His

360

Ser

Arg

Val

Cys

Arg

440

Leu

Glu

Gly

Arg

Tyr

265

Asn

Ser

Gly

Arg

Leu

345

Phe

Leu

Asp

Ser

Val

425

Tyr

Ala

Leu

val
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Leu

250

Thr

Cys

Phe

Leu

Phe

330

Arg

Thr

Ala

Gly

Asp

410

Leu

Asn

Arg

Ala

val
490

Asn

Lys

Ile

Ala

Arg

315

Gln

Ala

Val

Lys

Ser

395

Val

Arg

Asn

Gly

Gln

475

Gly

Ala

Tle

Val

Leu

300

Glu

Gln

Ser

Ala

Trp

380

Phe

Thr

Glu

Thr

Gly

460

Leu

Pro

16

Leu

Gly

Glu

285

Ser

Gly

val

Glu

Trp

365

Arg

Arg

Gln

Ala

His

445

Phe

Tyr

Ala

Gly

Ala

270

Glu

Thr

Ala

Glu

Ser

350

Asp

Glu

Phe

Leu

Ser

430

Val

Val

Ala

Ser

Thr

255

Ala

Val

Gly

His

His

335

Val

Trp

Ala

Thr

Asp

415

Glu

Leu

Val

Arg

Pro
495

Arg

Gly

Glu

Asp

Gly

320

Tyr

Thr

Ala

Glu

Ser

400

Leu

Ala

Ala

Ala

Glu

480

Ala



Ala

Pro

Ala

val

545

Asn

Ala

Gly

Tyr

Ser

625

Gly

Glu

Tyr

Glu

Arg

705

Thr

Ala

Ala

Pro

Glu

530

Asn

Lys

Val

Asp

Val

610

Arg

Gln

Pro

Val

Thr

690

Glu

Gly

Leu

Arg

Ala

515

Phe

Asp

Asp

Ala

val

595

Gln

Pro

Leu

Cys

Tyr

675

Ile

Phe

Leu

Lys

Arg

500

Val

Ala

Met

Arg

Thr

580

Met

Asn

Leu

Gly

Thr

660

Tyr

Ser

Leu

Leu

Phe
740

Ala

Asn

Arg

Leu

Thr

565

Ala

Ala

Ser

val

Asp

645

Gly

Glu

Thr

Pro

Asp

725

Tyr

Arg

Gly

Leu

Ser

550

Leu

Ala

Ile

Met

Thr

630

Asp

Asn

Asp

Arg

Leu

710

Tyr

Asp

Thr

Gln

535

Arg

Trp

Leu

Ser

Arg

615

Phe

Asn

His

Tyr

val

695

Glu

Ser

Ile

Ser

Gly

520

Phe

Ile

Gly

Gly

Arg

600

val

Glu

Glu

Arg

Ser

680

Thr

Val

Glu

Asp

Pro

505

His

Thr

Ala

Glu

Gln

585

Cys

Pro

His

Leu

Arg

665

Tyr

Leu

Tyr

Ile

Arg
745
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Gly

Leu

Tyr

Ala

Met

570

Arg

Val

Gly

Asn

Leu

650

Tyr

Val

Asn

Thr

Gln

730

val

Pro

Arg

Asp

Ala

555

Ser

Val

Glu

Glu

Gly

635

Ile

Phe

Arg

Leu

Arg

715

Arg

Vval

Ala

Ile

His

540

Trp

Arg

Ser

Val

Arg

620

Thr

Ser

Lys

Met

Thr

700

Glu

Arg

Lys

17

Gly

Thr

525

Ile

Cys

Leu

Ala

Arg

605

Gly

Gly

Arg

Leu

Val

685

Leu

Glu

Asn

val

Thr

510

Thr

Gln

Glu

Asn

Arg

590

Gly

Thr

Val

Asp

Gly

670

Glu

Leu

Leu

Gln

Asp
750

Pro

Gly

Ala

Leu

Pro

575

Met

Gly

Cys

Ile

Leu

655

Gly

Val

Glu

Ala

Leu

735

His

Glu

Ser

His

Gln

560

Ser

Leu

Val

Tyr

Glu

640

Ile

Gly

Pro

Asp

Asp

720

His

Asn
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Val

Val

Ile

785

Ala

Leu

Leu

Asp

Tyr

865

Lys

Ala

Ala

Val

Gly

770

Ser

Leu

Ala

Tyr

Asp

850

Met

Lys

Thr

Pro

<210> 3

<211> 487

Leu

755

Ala

Ala

Ala

Tyr

Pro

835

Vval

Ser

Asn

Arg

<212> PRT

<213> Virus de la pseudorrabia

<400> 3
Met Ala Ser

1

Ala Ala Ile

Leu

Ala

Val

Ile

Arg

820

Val

Asp

Ile

Ser

Arg
900

Arg

Val

Gly

Gly

805

His

Thr

Glu

Val

Gly

885

Arg

Gly

Gly

Gly

790

Leu

Ile

Thr

Ala

Ser

870

Pro

His

Ile

Lys

775

Met

Leu

Ser

Lys

Lys

855

Ala

Ala

Tyr

Leu Ala Arg Ala

5

Ala Ala Ala Pro

20

Pro Asn Gly Gly Gly Gly Gly

35

Ala

760

Val

Val

Vval

Arg

Ala

840

Leu

Leu

Leu

Gln

Met

Ser
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Asn

Val

Ser

Leu

Leu

825

Leu

Asp

Glu

Leu

Arg
905

Leu

Phe

Leu

Phe

Ala

810

Arg

Lys

Gln

Gln

Ala

890

Leu

Phe

Gly

Leu

795

Gly

Arg

Glu

Ala

Gln

875

Ser

Glu

Gln

Ala

780

Ser

Leu

Asn

Asp

Arg

860

Glu

Arg

Asn

Ala Leu Leu

10

Ser Thr Thr Ala

25

Asn Ser Ser Ala Gly

40

18

Gly

765

Thr

Asn

Val

Pro

Gly

845

Asp

His

Vval

Glu

Ala

Leu

Leu

Gly

Pro

Ala

Met

830

Vval

Met

Lys

Gly

Asp
910

Leu

Gly

Ala

Phe

Ala

815

Lys

Glu

Ile

Ala

Ala

895

Pro

Tyr
15

Asp

Val

Gly

800

Phe

Ala

Glu

Arg

Arg

880

Met

Asp

Thr

Gly Thr Thr

30

Glu Leu Ser Pro

45



Ser

Ala

65

val

Gly

Arg

val

Gly

145

Pro

Ala

Gly

Val

Leu

225

Leu

Gly

Arg

Ala

Pro

50

Ser

Ser

Asp

Leu

Val

130

Arg

Arg

Ser

Glu

Ala

210

Ser

Tyr

Glu

Ser

Phe

Pro

Thr

Arg

Lys

Phe

115

Pro

Phe

Pro

Leu

Arg

195

Ala

Ala

Ser

Pro

Val

275

val

Ser

Pro

Arg

Ala

100

Ser

Arg

Arg

Glu

Ala

180

Ala

Ala

Asn

Gln

Phe

260

Arg

Thr

Thr

Ala

Lys

85

Thr

Ala

Ala

Ser

Leu

165

His

Thr

Asp

Gly

Pro

245

Arg

Leu

Asn

Pro

Ala

70

Pro

Ser

Arg

Gly

Pro

150

Pro

Ala

val

Ala

Thr

230

Glu

Ala

Arg

Ser

Glu

55

Val

Gln

His

Val

Glu

135

Asp

Arg

Asp

Ala

Glu

215

Glu

Phe

Vval

Trp

Thr

Pro

Ser

Arg

Gly

Gly

120

Thr

Ala

Glu

Ala

Asn

200

Thr

Val

Gly

Cys

Phe

280

val
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val

Thr

Asn

Arg

105

Asp

Phe

Asp

Arg

Leu

185

val

Glu

Arg

Leu

Val

265

Ala

Ala

Ser

Pro

Gly

Lys

Ala

Glu

Pro

Leu

170

Ala

Ser

Gly

Ser

Ser

250

Val

Asp

Asp

Gly

Arg

Asn

Arg

Val

Val

Glu

155

Leu

Ser

Gly

Val

Ala

235

Ala

Arg

Glu

Glu

Thr

60

val

Arg

Ile

Ser

Arg

140

Tyr

Phe

Ala

Glu

Tyr

220

Asn

Pro

Asp

His

Leu

19

Thr

Pro

Thr

Vval

Phe

125

Phe

Phe

Ser

Vval

Vval

205

Thr

Val

Pro

Tyr

Pro

285

Gly

Gly

Pro

Arg

Cys

110

Gly

Cys

Asp

Ser

Val

190

Ser

Trp

Ser

Val

Tyr

270

Val

Arg

Ala

Pro

val

95

Arg

Cys

Arg

Glu

Ala

175

Vval

val

Arg

Leu

Leu

255

Pro

Asp

Arg

Ala

Ser

His

Glu

Ala

Arg

Pro

160

Asn

Glu

Arg

Val

vVal

240

Phe

Arg

Ala

Thr
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Arg

305

Ala

val

Arg

Gly

Ala

385

Ala

Asp

Ser

Thr

Gly

465

Tyr

290

Val

Ala

Trp

Pro

Phe

370

Trp

Glu

Leu

Gln

Ser

450

Ile

Tyr

<210> 4
<211> 1209
<212> ADN

<213> Virus de la pseudorrabia

<400> 4

atgctgctcg cagcgctatt ggcggcecgetg gtcgecccgga cgacgetcgg cgcggacgtg
gacgccegtge cecgegecgac cttccecececeg cecegegtace cgtacaccga gtegtggeag

ctgacgetga cgacggtccece ctegecctte gteggecceg cggacgtcta ccacacgege

Ser

Asp

Tyr

His

355

Ala

Ser

His

Asp

Leu

435

val

Ala

Arg

Val

Asp

Arg

340

Val

Val

Asp

Pro

Gly

420

Pro

Ser

Ile

Arg

Val Asn
310

Ala Asp
325

Asp Ser

Tyr His

Cys Asp

His Ala
390

Gly Leu
405

Pro Val

Ile Phe

Trp Pro

Leu Ala

470

Ala Gly
485

295

Val

Ala

Val

Pro

Gly

375

Ala

Leu

Asp

Glu

Val

455

Ile

Pro

Thr

Leu

Ala

Ala

360

Leu

Asp

Asn

Tyr

Asp

440

Val

Val
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Arg

Ala

Ser

345

Ala

Cys

Thr

val

Thr

425

Thr

Thr

Leu

Ala

Pro

330

Gln

Val

Val

Val

Arg

410

Cys

Gln

Ser

Val

Asp

315

Ser

Arg

Ser

Pro

Tyr

395

Ser

Met

Ile
475

300

Val

Leu

Phe

Val

Pro

380

His

Ala

Leu

Tyr

Ile

460

Met

20

Pro

Arg

Ser

Arg

365

Glu

Leu

Arg

Glu

Asp

445

Thr

Ala

Gly

Cys

Glu

350

Phe

Ala

Gly

Pro

Gly

430

Ala

Vval

Thr

Leu

Glu

335

Ala

val

Arg

Ala

Leu

415

Met

Ser

Ile

Cys

Ala

320

Ala

Leu

Glu

Leu

Cys

400

Ser

Pro

Pro

Ala

Val
480

60

120

180
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ccgetggagg
ctgaacgagg
atcgcggacg
cagatctttg
tacatgttcce
gagggccagt
gtggcgctcee
aagttcggeg
ctgacgccgt
aacggccgga
cggccctegg
cccgagecceg
gaccacgccg
ccecttegecee
cceccggaccea
accgcgatgg
gcgaaggggt
ggtccgtag
<210>5

<211> 2745
<212> ADN

accecgtgegg
cggtggccca
ggtgegegea
ggcgectgeeg
ccacggagga
accggcgect
ccgaggggcea
cgtgctggag
tctaccagca
cgctceegeg
cgggctecgee
ccccggegac
ccggggggcyg
cgeceggecgt
ccgecgegec
gcgegetect

atcgeccetcecet

ggtggtggcg
ccggeggece
cctgetgtac
gcgccgcace
cgagctgggg
ggtgtcegte
agagtgcccg
cgacgacagc
gcccccgeac
ggcctacgece
gaggcccagg
gcccgegecce
ccccacgecg
cgtgcccage
gggcgtcteg
ggtgggegtyg

gggcggtecce

<213> Virus de la pseudorrabia

<400> 5
ctagggggcg

cgccccgacg
ctgctgeteg
cttggccteg
ggggtacagg
ggccgcgace
caggaaggac
cttgccgacg
cagcaccacg

cagctggttg

tecggggtect
cggctggcca
agggccgaca
tccacgtegt
gccttcatgg
aggccggcca
accatgcege
gcggcgecca
ttgtggtcca

cggcgetgga

cgttctecgag
gcagcgeggg
cgatggacat
cctecttegac
ggttgeggcg
gcaccagcag
cgacggccga
cgtcgecgag
ccttgaccac

tctegetgta
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ctgatctcceg
acgtaccgceg
tttatcgagt
acgccgatgt
ctgctcatgg
gacggcgtga
ttecgeecegeg
ttcaagcggg
cgggaggtgg
gccgccacge
cccecggecce
cccggecgece
cgacccccga
gggtggccge
cgccaccgcet
tgcgtctaca

gcggacgecg

gcgctggtag
ccegetgtte
gtaccggatc
gcegtectee
caggcgcgag
cccgatggeg
gatcacggce
gccctggaag
gcggtcaatg

gtccaggagg

acccgcaggt
cccacgtgge
acgccgactg
ggtggacccce
tggcceeggg
acatcctcac
tggaccagca
gcgtggacgt
tgaactactg
cgtacgccat
ggcccaggcec
tgceccgagece
ggcccgagac
agcccgcegga
cggtgatcgt
tcttetteeg

acgagctaaa

tgceggegge
ttcttgegeg
atgtcccggg
ttgagcgcect
atgtgccggt
agcgccccga
ccegtggege
aagttggcga
tcgtagaact

ccegtgtegg

21

ggaccggctg
ctggtaccge
cgaccccagg
gtccgeggac
gcggttcaac
cgacttcatg
ccgcacgtac
gatgcgattc
gtaccgcaag
cgaccccgeg
ccggccgaag
ggcgacgcegg
gccgcaccge
gcegtteeeg
cggcacgggce
cctgaggggg

agcgcagecce

gcgtggcecat
ccttgtgete
cctggtecag
tcgtegtgac
aggccaggaa
aggggttgga
ccaggaccac
tgccgegeag
tgagcgegtg

cgagctcecte

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1209

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gcgegtgtac
cacccgegtg
gtacacgtac
gaggtegege
gccgttgtge
gcgcatggag
cacgtcgecg
ggggttcagg
ggcggecgeg
ctgcaggcgce
ggccggegge
gggggacgcg
ctgcgccage
gtacacctcg
ggcgtcgatg
gtcgagetge
ggacccgteg
gcacacgcgc
aaagttgcge
gtgctceacce
gcgcaggccg
gtaggggtac
gtggtagaag
ggtgccgage
gtcgaaggeg
gcggeggteg
gttcgtgatg
gtagatgtgg
ctccgtgaag
caccgtggag
gcgcacggcec

gggggagacg

ggcgecegte ccgggcgegg gcgaggccga ggcggcccge gtcacggecg ccgcegecgcea
cgtecggggte goggegageg ccagcagcag cagegetage gegacggege cccgegeage

tgcagegtgg tgtggagcag gccaaagacg tccgaggcca gcaccgecgt ggtgecccggg

acctcgaggg
ctgatcgtct
ccgeegecca
gagatgagga
tcgaaggtca
ttctgcacgt
agcatgcgeg
cgcgacatct
atgcggctca
gcaaactcgg
tcgggegtec
gggcccacga
tcgttcgaga
ggcttgtege
gcctecgagg
gtgacgtcge
cgcegtectegt
cgcgtcttgg
gtcacgctcet
tgctggaage
tagaaggggy
acggagcgceg
cccgeggege
gcgttcagge
gtcaccttgt
atcacgtccg
gccgegtacg
geccttgaact
ttgcgececct
ccggacggeyg
gtgecgegegt

gccecegtega

gcaggaactc
cgggcacctc
gcttaaagta
gctegttgte
ccagegggcyg
acacgccgcce
ccgagacgceg
cgcecccacag
gcatgtegtt
ccgagcececcegt
ccgeegggec
cgccggcegag
tcagegggeg
cggccagcac
cctecgeggag
tgacgaagga
cgcggatcat
gggcccagtc
cggaggcgceg
gcecgggege
acatgtacac
cctccacctc
cgatcttggt
gcgaggggcyg
ggttgttgceg
tgatctecctg
tgcteececgga
tgtgegggge
gcgagtactc
gcgggcagac
ccaggtegece

tctectegag
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gcggtecteg
caccatgcgce
gcgecggtgg
gtegececgage
gctgtagcecac
gcgcacctcec
ctggccecage
ggtgecggtce
cacgtgecgece
ggtgatgcgc
gggggagegce
gccgaggege
gaaggccacc
gtgcgtgttg
gacgcagtcg
ggcgeccagyg
ctccteggece
ccaggccacc
gaggcgegag
gtagccgatg
gatgtccccece
ctcgacgatg
gtaggtgtceg
caggtccacce
cacgtactcg
cacggggacg
ccacacggtc
gatgttctcc
ggggcaggcec
gtagaagcgg
gtactcgeeg

ggactcctcec

agcagcgtca
acgtagctgt
ttgeccggtge
tggcectega
gtgcecgeget
acgcaccgcg
gcggecgtgg
ttgttctgea
tggatgtggt
aggtgccccg
cgggcccgac
tcgagctege
acgaagcccc
ttgtagcgece
cccaggtgceca
gceccgegacyg
tcgegecact
gtgaagtgcg
tccaggtcga
tgctcceegt
gtggacaggyg
cagttgacgg
ttggtggtgt
tecgacggggt
gccttggaga
ggcacgcggt
gtgacgatga
ttgaagagca
tgctceggget
tcecegetegg
tcgggggegt

gcggagaagce

ccgatgeccg cggggeccge gecaaagacce gecaccageg ggeat

<210>6
<211> 1464
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ggttcagggt
agtcctcgta
agggctcgat
tcacgececegt
cgcegggcac
agatggccat
ccacggegcet
gctcgecacca
cgtaggtgaa
tgccgttgac
gggcggecge
gcgcgtacag
cgcgggcgag
gccggtagat
cgcgetgecag
tgaagcggaa
tggccaggcet
gcgtgcgcag
tggggtagta
gggccceecte
cgaaggagtc
aggtgcccgt
gccagccegeg
tectegtegeg
cgcacttgcce
ccgtgaagcg
cgttcttgta
cggcgatcce
ccaggcgcac
tcgeggecge
ccgaggggcece

cgtctggggt

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

2520

2580

2640

2700

2745



<212> ADN

<213> Virus de la pseudorrabia

<400> 6
atggccectcge

gcggegecegt
agcagcgcgg
acgggggccg
gtctecgegee
acctcgcacg
gacgcggtca
ttctgeegee
ccgegeccgg
cacgcggacg
gtctcgggeg
acgtggcgeg
ctgtacagcce
cgggeggtgt
gcggacgage
gggcgccgea
gccgeggacg
gacagcgtgg
gcggtetegg
gaggcgcgece
gccgagcacce
cccgtcgact
acgcagcgcet

accgtcatceg

tegegegtge
cgtccacgac
gcgagectcete
cggcctccac
ggaagcccca
ggcgcaageg
gcttegggtg
gcgggegett
agctccecgeg
cgctegecte
aggtgtccgt
tgectgtecege
agcccgagtt
gcgtegteeg
acccggtgga
cgcgegtete
acgcggacgce
cctcgecageg
tgcgettegt
tecgectggte
ccggectget
acacctgccg
acgacgccte

ccggcatege

gatgctegeg
ggcgctcgge
gcectegeeg
gcccgecgec
gcggaacggce
catcgtgtge
cgecegtegte
ccgectegece
ggagcggcte
cgccgtegte
gcgegtggece
caacggcacc
cggcectgage
cgactactac
cgcecgectte
cgtggtgaac
gctegegeceg
cttctccgag
cgagggcttc
cgaccacgcce
caacgtgcgg
cctcgaggge
ccccacgtee

catcctagee

tactaccgcc gggceggggcce gtga
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ctgctggege
acgacgccca
ccctegacge
gtctecgacge
aacaggacgc
cgcgagcgge
ccgecgegecyg
gacgccgace
ctcttcaget
gtcgagggeg
gcggcggacg
gaggtccgca
gcgecgececg
ccgecggcgca
gtgaccaaca
gtgacgcgeg
agcctgeget
gcccetgegee
gccgtetgeg
gccgacaccg
agcgcccgece
atgccctege
gtgagctgge

atcgtgcetgg

tctacacggce
acgggggcgg
ccgagececgt
ccegggtcecece
gcgtccacgg
tgttctegge
gggagacctt
ccgagtactt
ccgccaacgce
agcgcgcgac
ccgagaccga
gcgccaacgt
tcctettegg
gcgtgegect
gcaccgtgge
cggacgtccc
gcgaggcecgt
cccacgtcta
acggcctctg
tctaccacct
cgctgtcgga
agctgcccat
ccgtegtgac

tcatcatggce

23

ggccatecgee
gggcggcaac
ctcggggacg
gcecgeccteg
cgacaaggcc
gagggtgggg
cgaggtccge
tgacgagccce
ctcectegee
cgtcgccaac
gggcgtctac
ctcgetegte
cgagccctte
gcgetggtte
cgacgagctce
gggcctcgeg
gtggtaccge
ccacccggceg
cgtgcceceg
cggcgcectge
cctcgacggg
cttcgaggac
cagcatgatc

gacgtgegte

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1464
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REIVINDICACIONES

Una cepa del virus de la pseudorrabia porcina (PRV) que comprende la glicoproteina gD codificada por la
secuencia de nucleétidos que se muestra en SEQ ID NO. 4;

en donde dicha cepa del virus de la pseudorrabia comprende la glicoproteina gB codificada por la secuencia
de nucledtidos que se muestra en SEQ ID NO. 5; y en donde dicha cepa del virus de la pseudorrabia es la
cepa HN1201, cuyo numero de acceso es CCTCC NO. V 201311; dicha cepa HN1201 fue depositada en el
China Center for Type Culture Collection (CCTCC).

Una composicion de vacuna, que comprende una cepa del virus de la pseudorrabia porcina desactivada tal
como se describe en la reivindicacion 1, o una vacuna subunitaria que comprende el antigeno de la proteina
gD de la cepa PRV HN1201 tal como se describe en la reivindicacion 1, y un adyuvante.

La composicién de vacuna tal como se describe en la reivindicaciéon 2, en donde dicha composicién de vacuna
comprende una vacuna desactivada de la cepa PRV HN1201, en una concentracion no inferior a
108.0TCIDso/ml.

La composicién de vacuna tal como se describe en la reivindicaciéon 2, en donde dicha composicién de vacuna
comprende 25-100 ug/dosis de antigeno de la proteina gD de la cepa PRV HN1201.

Un método para la preparaciéon de una composicion tal como se describe en la reivindicacion 2, que
comprende los pasos: amplificacion y cultivo de la cepa PRV HN1201, desactivacién, y mezcladura
subsiguiente a fondo con un adyuvante.

Un método para la preparacion de una composiciéon de vacuna tal como se describe en la reivindicacién 2
que comprende los pasos: (1) clonaciéon de dicho gen gD recombinante de PRV; (2) expresion de dicha
proteina gD recombinante de PRV; y (3) mezcladura de dicho antigeno de la proteina gD de PRV con un
adyuvante y emulsion de la mixtura resultante.

La composicion de vacuna tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 2-4 para su uso en el
tratamiento de infeccion de PRV.
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Mayoria

HN1201 ¢C pro.pro
gC 34Z15 pro.pro

Mayoria

HN1201 ¢C pro.pro
gC 34Z15 pro.pro

Mayoria

HN1201 ¢C pro.pro
gC 34Z15 pro.pro ...E

Mayoria

HN1201 ¢C pro.pro
gl 34215 pro.pro

Mayoria

HN1201 ¢C pro.pro
gl 34215 pro.pro

Mayoria
HHN1Z01 gD pro.pro
gl 34215 pro.pro

Mayoria

HI1201 gD pro.pro
gDy 34Z15 pro.pro
Mayoria

HNlz0l gD pro.pro

gD 54215 pro.pro

Mayoria

HH1201 gD pro.pro
gl 34215 pro.pro
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MASLARAMLALLALYTAATAAA PSS TTALGTTPNGGGGGN I SAGELA PSPPI TPERVAGT IGAAASTP AAVAETPRVE P PAVERRKT (ENGNRTEVHGDEL
T T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 &0 70 &0 ap 100
" | h ! ! ) h I h 1
MASLARAMLALLALVTAATAAAPSSTTALGTTPNGGGGONSSACELSPS P PSTPE PVSGTTCARLS TP ALYSTPRYT P PSVSRRKP (ENGNRTRVHGDEL 100
=
........................ - P A N

THHGRERIVCRER LFSARVGDAVSFGCAVV P RAGETFEVRFYERGRFRS PDADPEYFDEF FRPELPRERLLFASANAS LAHADALASAVVVEGERATVAN
T T T T T T T T T T

110 120 130 140 150 160 170 1a0 130 200
I L L L L L I L I L

TSHGRFERIVCRER LFSARVGD AV S FGCAVV P RAGETFEVRF CRRGRFRS PDADPEYFDEP PRPELPRERLLFSSANAS LAHADALASAVVVEGERATVAN 200
200

VHGEVIVREVAAAD AETE GV THEV L S ANGTEVES ANV AL VLY S0 PEFGLSAP PFYLFGE P FRAVCVVED VY PRRSVRLENFADEHFVDAAFVINGTVADEL
T T T T T T T T T T

zl0 zan Z30 240 Z50 Z60 270 zZa0 290 300
1 L L L L I L I L

!

VS GEVSVRVALAD AETE GVY TRV LS ANGTEVRSANVS LY LTS QPEFGL S APFVLFGE F FRAVCVVRDTY PRRSVRLRVFADEHPVDALFVTHSTVADEL 300
-

...................................... a1

GERTEVSVVNVTEADVE GLAAADDADALAR S LRCEAVIRD SVASQRFSEALRPHVYHP AAVIVREFVE GFAVCDGLC VP PEARLAMSDHAAD TVVHL GAC
T T T T T T T T T T

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
CRRTRVSVVIVTRADVECLARADDADALAP S LRCEAVTRDEVASQRF SEALRPHVTRF AAVEVRFVEGFAVCDGLEV PPEARL AVSDRARD TVTHLGAC 400
............... S a1
AEHPGLLNVRSARPLSDLDGPYDTTCRLEGHPSLPYFED TURYDASP TSV SUPYV TSI TVIAGTATLATYLY IMATCYYYRRAGL -

410 4z0 430 440 450 460 470 480
AERPGLLEVRE ARPLSDLDGEVDYTCRLECHP 501 LFEDTURYDASETSVSUPVVTSHI TV IAGTAL LATVLV AT CVY TRRAGH 488
................................................................................... 488

MLLAALLAALVARTTL GADVDAVEAPTFPPPATFYTESWOLTLTTVE AP FVGPADVYHTRE LEDF CGVVALISD LOVDE L LNEAVAHRR FTYRANVAUYRIADGC
T T T T T T T T T T
10 z0 30 40 50 al 70 an Q0 100

1 1 1 I 1 1 1 1 ) I

HMLLAALLAALVARTTL GADVDAVEAFTFPPPATFYTESWOLTLTTVESPFVGPADVYHTRP LEDPCGVVALISD P QVDRLLNEAVAHRRE PTYRAHVAIYRIADGC 105
105

AHLLYFIETADCDFRQIFGRCEEETTFMWNTE SADYHFFTEDELGL LMVAR GRFNE GOVRRL VS VD GVNILTDFMVALPEGQECE FARVD QHRTYEF FACWSDDS
T T T T T T T T T T T

110 120 130 140 10 Len 170 150 190 200 2ln

f L L L L L L L L L L
AHLLYFIEVADCDPROIFGRCERRETTPMWTE SADYHFPTEDELGLLIVAP GRFNE GQYRRLVEVD GVNILTDFMVALPEGQECE FARVD QHRTYEFGACWSDDE 210
Z10

FERGVDVMRFLTEFYQ 0P PHREVVE Y REN GRTLPRAYALATPYATDPARP SAGSPRPRPRFRFRFRIEFEPAPATPAPP GRLPE FATRDHAAGGRFTEFRFPRE
T T T T T T T T T T

Zan 230 z4n 250 Z60 z70 280 Z90 300 310
L

1 1 1 L 1 ! 1 1 I
FERGVDVHMRFLTPFYQ QP PHREVVN YWY RFN GRTLPRATAAATPYAIDPARP S AGS PRFRFRFPRPRFRFKFEPAPATPAPPGRLPEPATRDHALGGRPTPREPRE 315
315

ETPHEPFAPPAVVE GG QPAEPFPPETTAAR GVSERHE S VIV TG TANGAL LV GV CVY IFFRLEGARGYRLLGGPADADE LEAQR GF -
T T T T T T T T T

320 330 340 350 360 370 a0 390 400
f L L L L L L L L
ETPHRPFRPPAVVPSGUPDPAEPFPPRTTEAPGVSRHRSVIVGTGTAHGALLVGVCVYIFFRLRGAKGYRLLGGPADEDELK&QPGPI

403
403
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