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DESCRIPCION

Virus de influenza equina adaptados en frio.

La presente invencién se refiere a los virus de influenza equina adaptados en frio generados experimentalmente,
y particularmente a los virus de influenza equina adaptados en frio que tienen fenotipos adicionales, tales como ate-
nuacion, interferencia dominante, o sensibilidad a la temperatura. La invencién ademds incluye virus de influenza A
recatalogados, los cuales contienen al menos un segmento de genoma de tal virus de influenza equina, tal que el virus
recatalogado incluye ciertos fenotipos del virus de influenza equina donante. La invencién ademds incluye virus de
influenza equina disefiados genéticamente, producidos a través de genéticas inversas, los cuales comprenden ciertos
fenotipos de identificacion de un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencion. La presente in-
vencién ademads se refiere al uso de estos virus en composiciones terapéuticas para proteger animales de enfermedades
causadas por los virus de influenza.

Antecedentes de la invencion

El virus de influenza equina ha sido reconocido desde alrededor de 1956 como el principal patégeno respiratorio en
caballos. Los sintomas de la enfermedad causada por el virus de influenza equina pueden ser severos, y son a menudo
seguidos por infecciones bacterianas secundarias. Dos subtipos de virus de influenza equina son reconocidos, a saber,
subtipo-1 siendo el prototipo A/Equino/Praga/1/56 (H7N7), y subtipo-2 siendo el prototipo A/Equino/Miami/1/63
(H3NS). En el momento presente, el subtipo de virus predominante es el subtipo-2, el cual ademds ha divergido entre
el Eurasidtico y el Norte Americano aislados en afios recientes.

La vacuna autorizada actualmente para la influenza equina es una vacuna de virus desactivado (muerto). Esta
vacuna proporciona una minima, si alguna, proteccion para caballos, y puede producir efectos colaterales indeseables,
por ejemplo, reacciones inflamatorias en el sitio de la inyeccidn. Ver, por ejemplo, Mumford, 1987, Equina Infectious
Disease 1V, 207-217, y Mumford, et al., 1993, Vaccine 11, 1172-1174. Ademas, las modalidades actuales no pueden
ser usadas en potros jovenes, ya que ellos no pueden vencer la inmunidad materna, y pueden inducir tolerancia en un
animal mds joven. En base a la severidad de la enfermedad, permanece una necesidad en composiciones terapéuticas
efectivas y seguras para proteger caballos contra la enfermedad de la influenza equina.

La produccién de composiciones terapéuticas que contienen virus de influenza humana adaptados en frio estd
descrita, por ejemplo, en Maassab, et al., 1960, Nature 7,612-614, and Maassab, et al., 1969, J. Immunol. 102, 728-
732. Ademds, estos investigadores notaron que los virus de influenza humana adaptados en frio, por ejemplo, los
virus que han sido adaptados para crecer a temperaturas menores que la normal, tienden a tener un fenotipo en el
que el virus es sensible a la temperatura; esto es, el virus no crece bien a ciertas temperaturas no permisivas mas
altas a las cuales los virus de tipo silvestre crecerdn y se replicardn. Varios virus de influenza A humana adaptados
en frio, producidos por recatalogacién con los virus de influenza A humana adaptados en frio existentes, ha sido
demostrado que producen buenas respuestas inmunes en individuos vacunados, y ciertos virus de influenza A humana
adaptados en frio recatalogados vivos atenuados han probado que protegen a los humanos contra la exposicién con
el virus tipo silvestre. Ver, por ejemplo, Clements, et al., 1986, J. Clin. Microbiol. 23, 73-76. En U.S. Patent No.
5.149.531, por Youngner, et al., publicado en Septiembre 22, 1992, los inventores de la presente invencién ademas
demostraron que ciertos virus de influenza A humana adaptados en frio recatalogados también poseen una interferencia
fenotipica dominante, o sea ellos inhiben el crecimiento de sus correspondientes cepas de tipo silvestre progenitoras
asf como virus de influenza A heterélogos. La U.S. No. 4.683.137, por Coggins et al., publicada en Julio 28, 1987, y la
U.S. No. 4.693.893, por Campbell, publicada en Septiembre 15, 1987, revelan composiciones terapéuticas atenuadas
producidas por recatalogacion de virus de influenza equina tipo silvestre con virus de influenza A humana adaptados en
frio atenuados. Aunque estas composiciones terapéuticas parecen ser en general seguras y efectivas en caballos, ellos
plantean un peligro significativo de introducir dentro del ambiente un virus que contiene ambos genes de influenza
humanos y equinos.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona virus de influenza equina adaptados en frio generados experimentalmente,
virus de influenza A recatalogados que comprenden al menos un segmento de genoma de un virus de influenza equina
generado por adaptacion en frio tal que el segmento de genoma de virus de influenza equina confiere al menos un
fenotipo identificado de un virus de influenza equina adaptado en frio sobre el virus recatalogado, y virus de influenza
equina producidos genéticamente, producidos a través de genética inversa, la cual comprende al menos un fenotipo de
identificacién de un virus de influenza equina adaptado en frio. Los fenotipos de identificacién incluyen adaptacién
en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y atenuacién. La invencidén ademds suministra una
composicién terapéutica para proteger un animal contra la enfermedad causada por un virus de influenza A, en la que
la composicidn terapéutica incluye un virus de influenza equina adaptado en frio, un virus de influenza A recatalogado,
o un virus de influenza equina producido genéticamente de la presente invencién. También hay suministrado un método
para proteger un animal de enfermedades causadas por un virus de influenza A el cual incluye la administracion de tal
composicion terapéutica. También hay suministrados métodos para producir un virus de influenza equina adaptado en
frio y métodos para producir un virus de influenza A recatalogado el cual comprende al menos un segmento de genoma
de un virus de influenza equina adaptado en frio en el que el segmento de genoma de influenza equina confiere sobre
el virus recatalogado al menos un fenotipo de identificacién del virus de influenza equina adaptado en frio.
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Un virus de influenza equina adaptado en frio es uno que se replica en huevos embrionados de gallina a una
temperatura en el rango desde alrededor de 26°C hasta alrededor de 30°C. Preferiblemente, un virus de influenza
equina adaptado en frio, virus de influenza A recatalogado, o un virus de influenza equina producido genéticamente
de la presente invencion es atenuado, tal que no causard enfermedad en un animal sano.

En una realizacién, un virus de influenza equina adaptado en frio, un virus de influenza A recatalogado, o un virus
de influenza equina producido genéticamente de la presente invencién es también sensible a la temperatura, tal que
el virus se replica en los huevos embrionados de gallina a una temperatura en el rango desde alrededor de 26°C hasta
alrededor de 30°C, forma placas en los tejidos en células de cultivo de tejido a una temperatura permisiva de alrededor
de 34°C, pero no forma placas en células de cultivo de tejido a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C.

En una realizacion, tal virus sensible a la temperatura comprende dos mutaciones: una primera mutacién que inhibe
la formacion de placa a una temperatura de alrededor de 39°C, esa mutacion que cosegrega con el segmento de genoma
que codifica el gen de nucleoproteina viral; y una segunda mutacién que inhibe todas las sintesis proteicas virales a
una temperatura de alrededor de 39°C.

En otra realizacion, un virus de influenza equina sensible a la temperatura, adaptado en frio, de la presente in-
vencién se replica en huevos embrionados de gallina a una temperatura en el rango desde alrededor de 26°C hasta
alrededor de 30°C, forma placas en los tejidos en células de cultivo de tejido a una temperatura permisiva de alrededor
de 34°C pero no forma placas en células de cultivo de tejido o expresa proteinas virales tardias a una temperatura no
permisiva de alrededor de 37°C.

Tipicamente, un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencion es producido por el pasaje
de un virus de influenza equina de tipo silvestre una o mas veces, y entonces por la seleccion de virus que crecen
establemente y se replican a una temperatura reducida. Un virus de influenza equina adaptado en frio producido
de este modo incluye, en ciertas realizaciones, un fenotipo de interferencia dominante, esto es, el virus, cuando se
coinfecta con un virus de influenza A equina progenitor o un virus de influenza A de tipo silvestre heter6logo, inhibira
el crecimiento de ese virus.

Ejemplos de virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién incluyen EIV-P821, identificado
por N° de acceso ATCC VR-2625; EIV-P824, identificado por N° de acceso ATCC VR-2624; EIV-MSV+5, identifi-
cado por N° de acceso ATCC VR-2627; y la progenie de tales virus.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencién incluyen desde alrededor de 10° unidades de TCIDs, hasta
alrededor de 10® unidades de TCIDs,, y preferiblemente alrededor de 2 x 10° de TCIDs,, de virus de influenza equina
adaptados en frio, virus de influenza A recatalogados, o virus de influenza equina producidos genéticamente de la
presente invencion.

La presente invencién también incluye un método para proteger un animal de la enfermedad causada por un virus
de influenza A, el cual incluye el paso de administrar al animal una composicién terapéutica que incluye un virus
de influenza equina adaptado en frio, un virus de influenza A recatalogado, o virus de influenza equina producidos
genéticamente de la presente invencién. Los animales preferidos para proteger incluyen los équidos, con caballos y
ponis siendo los particularmente preferidos.

Aun otra realizacién de la presente invencién es un método para generar un virus de influenza equina adaptado en
frio. El método incluye los pasos de pasaje de un virus de influenza equina de tipo silvestre; y la seleccién de virus
que crecen a una temperatura reducida. En una realizacion, el método incluye la repeticion de los pasajes y los pasos
de seleccién una o mas veces, mientras se reduce progresivamente la temperatura. El pasaje del virus de influencia
equina preferiblemente toma lugar en huevos embrionados de gallina.

Otra realizacién es un método para producir un virus de influencia A recatalogado a través de la recatalogacion
genética de los segmentos de genoma de un virus de influenza equina adaptado en frio donante de la presente invencién
con los segmentos de genoma de un virus de influenza A receptor. Los virus de influencia A recatalogados de la
presente invencién son producidos por un método que incluye los pasos de: (a) mezclar los segmentos de genoma
de un virus de influenza equina adaptado en frio donante con los segmentos de genoma de un virus de influenza A
receptor, y (b) seleccionar los virus los cuales incluyen al menos un fenotipo de identificacién del virus de influenza
equina donante. Los fenotipos de identificacién incluyen adaptacién en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y atenuacién. Preferiblemente, tales virus recatalogados al menos incluyen el fenotipo de atenuacion del
virus donante. Un virus recatalogado tipico tendra la antigenicidad del virus receptor, esto es, retendrd los fenotipos
de hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) del virus receptor.

La presente invencién ademds proporciona métodos para propagar virus de influenza equina adaptados en frio
o virus de influenza A recatalogados de la presente invencién. Estos métodos incluyen la propagacién en huevos
embrionados de gallina o en células de cultivo de tejido.
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion suministra virus de influenza equina adaptados en frio generados experimentalmente que
comprenden ciertos fenotipos definidos, los que son divulgados aqui. Es para ser notado que el término “un” o “uno”
entidad, se refiere a uno o mas de esa entidad, por ejemplo, “un virus de influenza equina adaptado en frio” puede
incluir uno o mds virus de influenza equina adaptados en frio. Asi como, los términos “un” (o “uno”), “uno o mas”,
y “al menos uno” pueden ser usados intercambiablemente aqui. Es también para ser notado que los términos “que
comprende”, “que incluye” y “que tiene” pueden ser usados intercambiablemente. Ademads de esto, un articulo “selec-
cionado entre el grupo que consta de” se refiere a uno o mds de los articulos en ese grupo, que incluyen combinaciones
de ellos.

Un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién es un virus que ha sido generado en el labo-
ratorio, y como tal, no es un virus que ocurre en la naturaleza Ya que la presente invencién también incluye aquellos
virus que tienen fenotipos de identificacién de tal virus de influenza equina adaptado en frio, un virus de influenza
equina aislado de una mezcla de virus que ocurren naturalmente, por ejemplo, retirados de sus medio ambientes natu-
rales, pero que tienen los fenotipos reivindicados, estd incluido en la presente invencién. Un virus de influenza equina
adaptado en frio de la presente invencién no requiere ningin nivel especifico de pureza. Por ejemplo, un virus de
influenza equina adaptado en frio crecido en huevos embrionados de gallina puede estar en una mezcla con el fluido
alant6ico (FA), y un virus de influenza equina adaptado en frio crecido en células de cultivo de tejido puede estar en
una mezcla con células desestabilizadas y un medio de cultivo de tejido.

Como se us6 aqui, un “virus de influenza equina” es un virus de influenza que infecta y crece en équidos, por
ejemplo, caballos o ponis. Como se usé aqui, el “crecimiento” de un virus denota la habilidad del virus para reprodu-
cirse o “replicarse” a si mismo en una célula hospedera permisiva. Asi como, los términos “crecimiento de un virus”
o “replicacién de un virus” son usados intercambiablemente aqui. El crecimiento o replicacién de un virus en una
célula hospedera particular puede ser demostrado y medido por métodos convencionales bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica de virologia. Por ejemplo, las muestras que contienen virus infecciosos, por ejemplo, como los
contenidos en las secreciones nasofaringeas de un caballo infectado, son probadas para su habilidad de causar efectos
citopaticos (CPE), por ejemplo, placas de virus, en células de cultivos de tejido. Los virus infecciosos pueden también
ser detectados por inoculacién de una muestra dentro de la cavidad alantéica de huevos embrionados de gallina, y
entonces probando el FA de los huevos asi inoculados para su habilidad de aglutinar las células rojas de la sangre, por
ejemplo, causa hemaglutinacién, debido a la presencia de la proteina hemaglutinina (HA) del virus de influenza en el
FA.

De ocurrencia natural, por ejemplo, los virus de influenza equina de tipo silvestre se replican bien a una temperatura
desde alrededor de 34°C hasta alrededor de 39°C. Por ejemplo, el virus de influenza equina de tipo silvestre se replica
en huevos embrionados de gallina a una temperatura de alrededor de 34°C, y se replica en células de cultivo de
tejido a una temperatura desde alrededor de 34°C hasta alrededor de 39°C. Como se usé aqui, un virus de influenza
equina “adaptado en frio” es un virus de influenza equina que ha sido adaptado para crecer a una temperatura mas
baja que la temperatura optima de crecimiento para el virus de influenza equina. Un ejemplo de virus de influenza
equina adaptado en frio de la presente invencion es un virus que se replica en huevos embrionados de gallina a una
temperatura de alrededor de 30°C. Un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién preferido
se replica en huevos embrionados de gallina a una temperatura de alrededor de 28°C. Otro virus de influenza equina
adaptado en frio de la presente invencion preferido se replica en huevos embrionados de gallina a una temperatura de
alrededor de 26°C. En general, los virus de influenza equina adaptados en frio de la presente invencién preferidos se
replican en huevos embrionados de gallina en un rango de temperatura de alrededor de 26°C a 30°C, o sea en un rango
de temperaturas en el cual el virus de tipo silvestre crece pobremente o no crece en lo absoluto. Debe ser notado que la
habilidad de tales virus para replicarse dentro de ese rango de temperatura no imposibilita su habilidad para también
replicarse a temperaturas més altas o mds bajas. Por ejemplo, una realizacion es un virus de influenza equina adaptado
en frio que se replica en huevos embrionados de gallina a una temperatura de alrededor de 26°C, pero también se
replica en células de cultivo de tejido a una temperatura desde alrededor de 34°C. Como con los virus de influenza
equina de tipo silvestre, el virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién generalmente forma
placas en células de cultivo de tejido, por ejemplo Madin Darby Canine Kidney Cells (MDCK) a una temperatura
de alrededor de 34°C. Ejemplos de virus de influenza equina adaptados en frio adecuados y preferidos de la presente
invencién son revelados aqui.

Una realizacién de la presente invencién es un virus de influenza equina adaptado en frio que es producido por
un método el cual incluye el pasaje de un virus de influenza equina de tipo silvestre, y entonces seleccionar virus que
crecen a una temperatura reducida. Los virus de influenza equina adaptados en frio de la presente invencién pueden ser
producidos, por ejemplo, pasando secuencialmente un virus de influenza equina de tipo silvestre en huevos embrio-
nados de gallina a temperaturas progresivamente inferiores, de ello seleccionando ciertos miembros de la mezcla de
virus los cuales se replican establemente a la temperatura reducida. Un ejemplo del procedimiento de paso es revelado
en detalle en la seccién de Ejemplos. Durante el procedimiento de pasaje, una o mas mutaciones aparecen en ciertos
segmentos de ARN monocatenarios que comprenden el genoma del virus de influenza, los cuales alteran el genotipo,
por ejemplo, la secuencia nucleétida primaria de esos segmentos de ARN. Como es usado aqui, una “mutacién” es
una alteracién de la secuencia nucleétida primaria de cualquier segmento de ARN dado creando un genoma de virus
de influenza. Ejemplos de mutaciones incluyen la sustitucién de uno o mds nucledtidos, la supresién de uno o mds
nucledtidos, la insercién de uno o mas nucledtidos, o la inversion de una elasticidad de dos o més nucle6tidos. Por la

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 892 T3

seleccién de esos miembros de la mezcla de virus que se replican establemente a una temperatura reducida, un virus
con fenotipo adaptado en frio es seleccionado. Como es usado aqui, un “fenotipo” es una caracteristica observable o
mensurable de una entidad bioldgica tal como una célula o un virus en la que la caracteristica observada es atribuible a
una configuracién genética especifica de esa entidad bioldgica, por ejemplo, un cierto genotipo. Como tal, un genotipo
adaptado en frio es el resultado de una o mas mutaciones en el genoma del virus. Como son usados aqui, los términos
“una mutacién”, “un genoma”, “un genotipo” o “un fenotipo” se refieren a una o mas, o al menos una, mutacion,
genoma, genotipo o fenotipo, respectivamente.

Fenotipos observables, adicionales, en virus de influenza equina adaptados en frio pueden ocurrir, y serdn general-
mente el resultado de una o mas mutaciones adicionales en el genoma de tal virus. Por ejemplo, un virus de influenza
equina adaptado en frio de la presente invencién puede, en adicidn, ser atenuado, exhibir interferencia dominante, y/o
ser sensible a la temperatura.

En una realizacién, un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién tiene un fenotipo ca-
racterizado por la atenuacién. Un virus de influenza equina adaptado en frio es “atenuado”, cuando la administracién
del virus a un animal susceptible al virus de influenza equina resulta en signos clinicos reducidos o ausentes en ese
animal, comparados con los signos clinicos observados en animales que estdn infectados con el virus de influenza
equina de tipo silvestre. Por ejemplo, un animal infectado con el virus de influenza equina de tipo silvestre presentara
fiebre, estornudos, tos, depresion, y descargas nasales. En contraste, una animal administrado con el virus de influenza
equina adaptado en frio atenuado de la presente invencidn presentard signos de enfermedad clinica minimos o no, por
ejemplo, indetectables.

En otra realizacién, un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invenciéon comprende un fenotipo
sensible a la temperatura. Como es usado aqui, un virus de influenza equina en frio sensible a la temperatura se replica
a temperaturas reducidas, pero no se replica mas o forma placas en células de cultivo de tejido a ciertas temperaturas
superiores de crecimiento en las cuales los virus de tipo silvestre se replicardan y formardn placas. Mientras no esté
siendo comprometida por la teoria, se cree que esa replicacién de virus de influenza equina con un fenotipo sensible a la
temperatura es mayormente restringido a los pasajes frios del tracto respiratorio superior, y no se replica eficientemente
en el tracto respiratorio inferior, en el que el virus es mds propenso a causar signos de enfermedad. Una temperatura
en la cual un virus sensible a la temperatura crecerd es referido aqui como una temperatura “permisiva’ para ese
virus sensible a la temperatura, y una temperatura mds alta a la cual el virus sensible a la temperatura no crecera,
pero en la cual un correspondiente virus silvestre crecerd, es referido aqui como una “temperatura no permisiva” para
ese virus sensible a la temperatura. Por ejemplo, ciertos virus de influenza equina adaptados en frio sensibles a la
temperatura de la presente invencion se replican en huevos embrionados de gallina a una temperatura de o por debajo
de 30°C, preferiblemente alrededor de 28°C o alrededor de 26°C, y formara placas en células de cultivo de tejido una
temperatura permisiva de alrededor de 34°C, pero no formara placas en células de cultivo de tejido a una temperatura
no permisiva de alrededor de 39°C. Otros virus de influenza equina adaptados en frio sensibles a la temperatura de la
presente invencién se replican en huevos embrionados de gallina a una temperatura de o por debajo de alrededor de
30°C, preferiblemente alrededor de 28°C o alrededor de 26°C, y formar4 placas en células de cultivo de tejido a una
temperatura permisiva de alrededor de 34°C, pero no formara placas en células de cultivo de tejido a una temperatura
no permisiva de alrededor de 37°C.

Ciertos virus de influenza equina adaptados en frio de la presente invencién tienen un fenotipo de interferencia
dominante; esto es, ellos dominan una infeccion cuando son coinfectados dentro de la células con otro virus de in-
fluenza A, asi deterioran el crecimiento de ese otro virus. Por ejemplo, cuando un virus de influenza equina adaptado
en frio de la presente invencién, que tiene un fenotipo de interferencia dominante, es coinfectado dentro de células
MDCK con el virus de influenza equina progenitor de tipo silvestre, A/equino/Kentucky/1/91 (H3N8), el crecimiento
del virus progenitor es deteriorado. Asi en un animal que ha sido recientemente expuesto a, o puede ser pronto expues-
to a, un virus de influenza virulento, o sea, un virus de influenza que causa signos de enfermedad, la administracién
de una composicion terapéutica que comprende un virus de influenza equina adaptado en frio que tiene un fenotipo
de interferencia dominante dentro del tracto respiratorio de ese animal estropeara el crecimiento del virus virulento,
mejorando o reduciendo asi la enfermedad en ese animal, incluso en la ausencia de una respuesta inmune al virus
virulento.

La interferencia dominante de un virus de influenza equina adaptado en frio que tiene un fenotipo sensible a la
temperatura puede ser medido por los métodos viroldgicos convencionales. Por ejemplo, monoestratos separados de
células MDCK pueden ser infectadas con (a) un virus de influenza A de tipo silvestre, (b) un virus de influenza equina
adaptado en frio sensible a la temperatura, y (c) ambos virus en una coinfeccién, con todas las infecciones hechas
a multiplicidad de infeccién (MOI) de alrededor de 2 unidades formadoras de placas (pfu) por célula. Después de la
infeccidn, los virus producidos por las varias células infectadas son medidos por ensayos de placa duplicada realizados
a la temperatura permisiva para los virus de influenza equina adaptados en frio y a la temperatura no permisiva de ese
virus. Un virus de influenza equina adaptado en frio que tiene un fenotipo de temperatura sensitiva es incapaz de
formar placas a su temperatura no permisiva, mientras que el virus de tipo silvestre es capaz de formar placas a ambas
temperaturas permisiva y no permisiva. De esta manera es posible medir el crecimiento del virus de tipo silvestre
en presencia del virus adaptado en frio por la comparacién del virus producido a la temperatura no permisiva de las
células individualmente infectadas con el virus de tipo silvestre contra el producido a la temperatura no permisiva del
virus de tipo silvestre en células infectadas doblemente.
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Los virus de influenza equina adaptados en frio de la presente invencién son caracterizados principalmente por
uno o més de los siguientes fenotipos de identificacion: adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y/o atenuaciéon. Como estd usado aqui, la frase “un virus de influenza equina consta de fenotipo(s) de
adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y/o atenuacién” se refiere a un virus que
tiene tal fenotipo(s). Ejemplos de tales virus incluyen, pero no estdn limitados a, EN-P821, identificado por N° de
acceso ATCC VR___, EIV-P824, identificado por N° de acceso ATCC VR___, y el EIV-MSV+5, identificado por
N° de acceso ATCC VR___, asi como los EIV-MSVO0, EIV, MSV+1, EIV-MSV+2, EIV-MSV+3, y EIV-MSV+4. La
produccidn de tales virus estd descrita en los ejemplos. Por ejemplo, el virus de influenza equina adaptado en frio
EN-P821 estd caracterizado por, o sea, tiene los fenotipos de identificacién de (a) adaptacion en frio, por ejemplo, se
habilidad para replicarse en huevos embrionados de gallina, a una temperatura de alrededor de 26°C; (b) sensibilidad a
la temperatura, por ejemplo, su inhabilidad para formar placas en células de cultivo de tejido, y para expresar productos
de gen tardios a temperatura no permisiva de alrededor de 37°C, y su inhabilidad para formar placas en célula de cultivo
de tejido y para sintetizar ningunas proteinas virales a temperatura no permisiva de alrededor de 39°C; (¢) su atenuacién
en la administracién a un animal susceptible al virus de influenza equina; y (d) interferencia dominante, por ejemplo,
su habilidad, cuando es coinfectado dentro de una célula con un virus de influenza A de tipo silvestre para interferir
con el crecimiento de ese virus de tipo silvestre. Similarmente, el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P824
estd caracterizado por (a) adaptacidn en frio, por ejemplo, su habilidad para replicarse en huevos embrionados de
gallina a temperatura de alrededor de 28°C; (b) sensibilidad a la temperatura, por ejemplo, su inhabilidad para formar
placas en células de cultivo de tejido a temperatura no permisiva de alrededor de 39°C; y (c) interferencia dominante,
por ejemplo, su habilidad, cuando es coinfectado dentro de una célula con un virus de influenza A de tipo silvestre,
para interferir con el crecimiento de ese virus de tipo silvestre. En otro ejemplo, el virus de influenza equina adaptado
en frio ENMSV+5 estd caracterizado por (a) adaptacion en frio, por ejemplo, su habilidad para replicarse en huevos
embrionados de gallina a una temperatura de alrededor de 26°C; (b) sensibilidad a la temperatura, por ejemplo, su
inhabilidad para formar placas en células de cultivo de tejido a temperaturas no permisivas de alrededor de 39°C; y (c¢)
su atenuacidn en la administracién a un animal susceptible al virus de influenza equina.

En ciertos casos, el segmento ARN sobre el cual una o mas mutaciones asociadas con un cierto fenotipo ocurren
puede ser determinado a través del andlisis de recatalogacién por métodos convencionales, como se revelé aqui. En
una realizacién, un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién comprende un fenotipo sensible
a la temperatura que se correlaciona con al menos dos mutaciones en el genoma de ese virus. En esta realizacion, una
de las dos mutaciones, localizada por el andlisis de recatalogacién como es revelado aqui, inhibe, o sea, bloquea o
impide, la habilidad del virus para formar placas en células de cultivo de tejido a una temperatura no permisiva de
alrededor de 39°C. Esta mutacién cosegrega con el segmento del genoma del virus de influenza equina que codifica
el gen nucleoproteina (NP) del virus, o sea, la mutacion es localizada en el mismo segmento ARN como el gen NP.
En esta realizacion, la segunda mutacion inhibe toda sintesis de proteina a una temperatura no permisiva de alrededor
de 39°C. Como tal, a la temperatura no permisiva, el genoma del virus es incapaz de expresar cualesquiera proteinas
virales. Ejemplos de virus de influenza equina adaptados en frio que poseen esas caracteristicas son los EIV-P821
y EIV MSV+5. El EIV-P821 fue generado por el pasaje en serie de un virus de influenza equina de tipo silvestre en
huevos embrionados de gallina por los métodos descritos en el Ejemplo 1A. El EIV MSV+5 fue derivado por ulteriores
pasajes en serie del EIV-P821, como se describi6 en el Ejemplo 1E.

Ademads, un virus de influenza equina adaptado en frio sensible a la temperatura que comprende dos mutaciones
las cuales inhiben la formacion de placas y la sintesis de proteina viral a temperatura no permisiva de alrededor de
39°C pueden comprender una o mas mutaciones adicionales, las cuales inhiben la habilidad de los virus para sintetizar
productos de gen tardios y formar placas en células de cultivo de tejido a temperatura no permisiva de alrededor de
37°C. Un ejemplo de virus de influenza equina adaptado en frio que posee estas caracteristicas es el EIV-P821. Este
virus aislado se replica en huevos embrionados de gallina a una temperatura de alrededor de 28°C y no forma placas
o expresa ningunas proteinas virales a una temperatura de alrededor de 39°C, Ademds, el EIV-P821 no forma placas
en las células MDCK a temperatura no permisivas de alrededor de 37°C, y a esta temperatura, la expresion tardia del
gen es inhibida en tal forma que las proteinas tardias no son producidas, o sea, niveles normales de proteina NP son
sintetizados, reducidos o niveles indetectables de proteinas M1 o HA son sintetizados, y niveles mejorados de proteinas
polimerasas son sintetizados. Dado que este fenotipo es tipificado por la sintesis de proteina viral diferencial, este es
distinto del fenotipo de sintesis de proteina visto a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C, la cual es
tipificada por la inhibicién de la sintesis de todas las proteinas virales.

Consecuente a 37 CFR § 1.802 (a-c), los virus de influenza equina adaptados en frio, designados aqui como EI'V-
P821, un EIV-P824 fueron precipitados con American Type Culture Collection (ATCC, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209) bajo el tratado de Budapest como ATCC N°N° de acceso ATCC VR-___, y ATCC VR-__,
respectivamente, en Julio 11, 1998. Consecuente con 37 CFR§ 1.806, las precipitaciones son hechas por un término
de al menos treinta (30) afios y al menos cinco (5) afios después de la mas reciente peticién para la habilitacién
de una muestra del depésito que fue recibida por el depositario. Consecuente con 37 CFR § 1.808 (a)(2), todas las
restricciones impuestas por el depositante sobre la disponibilidad para el ptiblico debera ser irrevocablemente retirada
bajo la concesién de la patente.

Los virus de influenza equina adaptados en frio preferidos de la presente invencion tienen el fenotipo de identifi-
cacion de los EIV-P821, EIV-P824, y EIV-MSV+5. Particularmente los virus de influenza equina adaptados en frio
preferidos incluyen los EIV-P821, EIV-_P824, EIV-_MSV+35, y la progenie de estos virus. Como es usado aqui, las
“progenies” son “descendencias”, y como tales pueden ser fenotipos ligeramente alterados comparados con los virus
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progenitores, pero retienen fenotipos de identificacién de los virus progenitores, por ejemplo, adaptacién en frio, sen-
sibilidad a la temperatura, interferencia dominante, o atenuacién. Por ejemplo, el virus de influenza equina adaptado
en frio EIV-MSV+5 es una “progenie” del virus de influencia equina adaptado en frio EIV-P821. La “progenie” tam-
bién incluye los virus de influenza A recatalogados que comprende uno o més fenotipos de identificacion del virus
progenitor donante.

Los virus de influenza A recatalogados de la presente invencién son producidos por recatalogacion genética de
los segmentos de genoma de un virus de influencia equina adaptado en frio donante de la presente invencién con los
segmentos de genoma de un virus de influenza A receptor, y entonces por la selecciéon de un virus recatalogado que
deriva al menos uno de sus ocho segmentos de genoma del virus donante, tal que el virus recatalogado adquiere al
menos un fenotipo de identificacion del virus de influenza equina adaptado en frio donante. Los fenotipos de identifi-
cacién incluyen adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura e interferencia dominante. Preferiblemente, los virus
de influenza A recatalogados de la presente invencién derivan al menos el fenotipo de atenuacién del virus donante.
Los métodos para aislar los virus de influenza recatalogados son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica de
virologia y son divulgados, por ejemplo, en Fields, et al., 1996, Fields Virology, 3d ed., Lippincott-Raven; y Palese, et
al., 1976, J. Virol., 17, 876-884. Fields, et al., ibid. y Palese, et al., ibid.

Un adecuado virus de influenza equina donante es un virus de influencia equina adaptado en frio de la presente
invencion, por ejemplo, el EIV-P821, identificado por N° de acceso ATCC VR___, el EIV-P824, identificado por N° de
acceso ATCC VR___, o el EIV-MSV+5, identificado por N° de acceso ATCC VR___. Un adecuado virus de influenza
A receptor puede ser otro virus de influencia equina, por ejemplo, un virus de influenza equina Eurasiatico de subtipo 2
tal como el A/equino/Suffolk/89 (H3NS) o un virus de influencia equina de subtipo 1 tal como el A/Praga/1/56 (H7N7).
Un virus de influenza A receptor puede también ser cualquier virus de influenza A capaz de formar un virus recatalo-
gado con un virus de influenza equina adaptado en frio donante. Ejemplos de tales virus de influenza A incluyen, pero
no estan limitado a, virus de influenza humana tales como A/Puerto Rico/8/34 (HIN1), A/Hong Kong/156/97 (H5N1),
A/Smgapur/ 1/57 (H2N2), y A/Hong Kong/1/68 (H3N2); virus de cerdo tales como A/Cerdo/lowa/15/30 (HlN 1);y
virus aviarios tales como A/dnade/New York/6750/78 (H2N2) y A/gallina/Hong Kong/258/97 (H5N1). Un virus reca-
talogado de la presente invencién puede incluir cualquier combinacién de segmentos de genes donantes y receptores,
siempre que el virus recatalogado resultante posea al menos un fenotipo de identificacién del virus donante.

Un ejemplo de virus recatalogado de la presente invencion es un virus recatalogado “6 + 27, en el que seis “seg-
mentos internos de gen”, o sea, aquellos que comprenden los genes NP, PB2, PB1, PA, M, y NS, son derivados del
genoma de virus de influenza equina adaptado en frio donante, y los dos “segmentos externos de gen”, o sea, aquellos
que comprenden los genes HA y NA, son derivados del virus de influenza A receptor. Un virus resultante asi produ-
cido tiene el fenotipo atenuado, adaptado en frio, sensible a la temperatura, y/o interferencia dominante del virus de
influenza equina adaptado en frio donante, pero la antigenicidad de la cepa receptora.

Todavia en otra realizacion, un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencion puede ser pro-
ducido a través de medios recombinantes. En esta aproximacion, una o mds mutaciones especificas, asociadas con la
adaptacion en frio identificada, la atenuacidn, la sensibilidad a la temperatura, o los fenotipos de interferencia domi-
nantes, son identificados y son introducidos de vuelta dentro de la cepa de virus de influenza equina de tipo silvestre
por el uso de una aproximacion genética inversa. La genética inversa conlleva el uso de complejos de polimerasa ARN
aislados de las células infectadas por virus para transcribir segmentos de genoma de virus de influenza artificiales que
contienen la mutacion(es), que incorporan el segmento(s) de ARN sintetizado dentro de particulas de virus por el uso
de un virus auxiliar, y entonces seleccionar los virus que contienen los cambios deseados. Los métodos de genética
inversa para los virus de influenza estan descritos, por ejemplo, en Enami, et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 3802-
3805; y en U.S. Patent No. 5.578.473, por Palese, et al., publicado en Noviembre 26, 1996. Esta aproximacion permite
aun experto en la técnica producir virus de influenza equina adaptados en frio de la presente invencidn sin la necesidad
de ir a través de procesos de adaptacion en frio prolongados, y el proceso de seleccionar mutantes ambos in vitro € in
vivo con los fenotipos de virus deseados.

Un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién puede ser propagado por los métodos
virolégicos convencionales bien conocidos por aquellos expertos en la técnica, ejemplos de los cuales son revelados
aqui. Por ejemplo, un virus de influenza equina adaptado en frio puede ser crecido en huevos embrionados de gallina
o en células eucariéticas de cultivo de tejido. Las lineas de célula eucaridtica continuas adecuadas bajo las cuales para
crecer virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién incluyen esas que apoyan el crecimiento
de virus de influenza, por ejemplo, las células MDCK. Otras células adecuadas bajo las cuales para crecer un virus
de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién incluyen, pero no estdn limitadas a, cultivos de células
primarias de rifién de mono, cria de ganado, hamster o gallina.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una composicion terapéutica para proteger un animal de una
enfermedad causada por un virus de influenza A, en la que la composicién terapéutica incluye o un virus de influenza
equina adaptado en frio o un virus de influenza A recatalogado que incluyen al menos un segmento de genoma de
virus de influenza equina generado por adaptacién en frio, en el que el segmento de genoma de virus de influenza
equina confiere al menos un fenotipo de identificacién del virus de influenza equina adaptado en frio. Ademads, una
composicién terapéutica de la presente invencion puede incluir un virus de influencia equina que ha sido producido
por ingenieria genética para comprender una o mas mutaciones, en la que esas mutaciones han sido identificadas para
conferir un cierto fenotipo de identificacién a un virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencion.
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Como es usado aqui, la frase “enfermedad causada por un virus de influenza A” se refiere a las manifestaciones
clinicas observadas en un animal el cual ha sido infectado con un virus de influenza A virulento. Ejemplos de tales
manifestaciones clinicas incluyen, pero no estdn limitados a, fiebre, estornudos, tos, descargas nasales, estertores,
anorexia y depresion. Ademas, la frase “enfermedad causada por un virus de influenza A” es definida aqui para incluir
el derramamiento del virus virulento por el animal infectado. La verificacién de que las manifestaciones clinicas
observadas en un animal se correlacionan con la infeccién por el virus de influenza equina virulento puede ser hecha
por varios métodos, que incluyen la deteccion de un anticuerpo especifico y/o las respuestas de las células T al virus
de influenza equina en el animal. Preferiblemente, la verificacidon de que esas manifestaciones clinicas observadas en
un animal se correlacionan por un virus de influenza A virulento es hecha por el aislamiento del virus del animal
infectado, por ejemplo, estregando con un aplicador la cavidad nasofaringea de ese animal para obtener secreciones
que contienen virus. La verificacion del aislamiento de virus puede ser hecha por la deteccién de CPE en células
de cultivo de tejido inoculadas con las secreciones aisladas, por la inoculacién de las secreciones aisladas dentro de
huevos embrionados de gallina, en los que la replicacién de virus es detectada por la habilidad de l1a FA de los huevos
inoculados para aglutinar eritrocitos, que sugieren la presencia de la proteina hemaglutinina del virus de influenza, o
por el uso de una prueba diagnéstica disponible comercialmente, por ejemplo, la prueba Directigen® FLU A.

Como es usado aqui, el término “proteger” incluye, por ejemplo, para prevenir o para tratar la infeccién por virus
de influenza A en el animal en cuestién. Como tal, una composicion terapéutica de la presente invencién puede ser
usada, por ejemplo, como una vacuna profildctica para proteger un animal en cuestién de la enfermedad de influenza
por la administracién de la composicidn terapéutica a ese animal en un tiempo anterior a la exposicion de ese animal
al virus virulento.

Una composicién terapéutica de la presente invencién, que comprende virus de influenza equina que tienen un
fenotipo de interferencia dominante, puede ser también usada para tratar un animal que ha sido recientemente infectado
con un virus de influenza A virulento o es probable que sea expuesto subsiguientemente en unos dias, tal que la
composicion terapéutica interfiera inmediatamente con el crecimiento del virus virulento, previo a la produccién de
anticuerpos al virus virulento por el animal. Una composicion terapéutica que comprende un virus de influenza equina
adaptado en frio que tiene un fenotipo de interferencia dominante puede ser eficazmente administrado previo a la
subsiguiente exposicién por un tiempo de duracién que se corresponde al tiempo de duracién aproximado en que el
virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién se replicard en el tracto respiratorio superior de
un animal tratado, por ejemplo, hasta alrededor de los siete dias. Una composicién terapéutica que comprende un
virus de influenza equina adaptado en frio que tiene un fenotipo de interferencia dominante puede ser eficazmente
administrado a continuacién de la exposicién a un virus de influenza equina virulento por una duracién de tiempo que
se corresponde al tiempo requerido para que un animal infectado muestre signos de enfermedad, por ejemplo, hasta
alrededor de dos dias.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencion pueden ser administradas a cualquier animal susceptible
a la enfermedad de influenza viral, por ejemplo, humanos, cerdos, caballos y otros équidos, aves acudticas, domésticas
y aves de corral, focas, visones y ballenas. Preferiblemente, una composicion terapéutica de la presente invencién
es administrada en équidos. Inclusive mas preferiblemente, una composicién terapéutica de la presente invencién es
administrada a un caballo, para protegerlo en contra de la enfermedad de influenza equina.

Las vacunas actuales disponibles para proteger caballos en contra de la enfermedad del virus de influenza equina
no son eficaces en la proteccién de los potros jévenes, lo mas probable porque ellas no pueden superar el anticuer-
po materno presente en estos animales jovenes, y a menudo, la vacunacién en una edad temprana, por ejemplo a
los 3 meses de edad, puede conducir a la tolerancia antes que a la inmunidad. En una realizacién, y en contraste
a la existencia de vacunas de virus de influenza, una composicion terapéutica que comprende un virus de influenza
equina de la presente invencién aparentemente puede producir inmunidad en animales jévenes. Como tal, la compo-
sicidn terapéutica de la presente invencion puede ser segura y eficazmente administrada a potros jévenes, tan jovenes
como con 3 meses de edad, para protegerlos en contra de la enfermedad de influenza equina sin la induccién de
tolerancia.

En una realizacién, una composicién terapéutica de la presente invencién puede ser multivalente. Por ejemplo,
puede proteger a un animal de mds de una cepa de virus de influenza A al suministrar una combinacién de uno o mas
virus de influenza equina adaptado en frio de la presente invencién, uno o mds virus de influenza A recatalogado, y/o
uno o mds virus de influenza equina obtenidos por ingenieria genética de la presente invencidon. Las composiciones
terapéuticas multivalentes pueden incluir al menos dos virus de influenza equina adaptados en frio, por ejemplo, en
contra del virus Norte Americano subtipo-2 aislado como A/equino/Kentucky/1/91 (HINS), y el virus Eurasidtico
subtipo-2 aislado como A/equino/Suffolk/89 (H3N8); uno o mds virus subtipo-2 aislados y un virus subtipo-2 aislado
como A/equino/Praga/1/56 (H7N7). Similarmente, una composicion terapéutica multivalente de la presente invencién
puede incluir un virus de influenza equina adaptado en frio y un virus de influenza A recatalogado de la presente in-
vencion, o dos virus de influenza A recatalogados de la presente invencién. Una composicién terapéutica multivalente
de la presente invencién puede también contener una o mds formulaciones para proteger contra uno o mds de otros
agentes infecciosos ademads del virus de influenza A. Tales otros gentes infecciosos incluyen, pero no estan limitados
a: virus; bacterias; hongos y microorganismos relacionados con hongos; y parasitos. Las composiciones terapéuticas
multivalentes preferidas incluyen, pero no estan limitadas a, un virus de influenza equina adaptado en frio, un virus de
influenza A recatalogado, o un virus de influenza equina producido por ingenieria genética de la presente invencién
0 una o mds composiciones protectoras contra uno o mas agentes infecciosos que afectan a los caballos. Los agentes
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infecciosos adecuados para protegerse en contra incluyen, pero no estdn limitados a, los virus de anemia infeccio-
sa equina, los herpes virus equino, los virus de encefalitis equina orientales, occidentales o venezolanos, el tétanos,
estreptococo equi, y Ehrlichia resticii.

Una composicién terapéutica de la presente invencion puede ser formulada en un excipiente que el animal a ser
tratado pueda tolerar. Ejemplos de tales excipientes incluyen agua, solucion salina, solucién de Ringer, solucién de
dextrosa, solucién de Hank, y otras soluciones salinas acuosas balanceadas fisioldgicamente. Los excipientes pueden
contener pequefias cantidades de aditivos, tales como sustancias que acentdan la isotonicidad y la estabilidad biol6gica
o quimica. Ejemplos de tampones incluyen el tamp6n de fosfato, el tampdn de bicarbonato, y el tampdn Tris, mientras
los ejemplos de estabilizadores incluyen el estabilizador A1/A2, disponible de Diamond Animal Health, Des Moines,
IA. Las formulaciones convencionales pueden ser o liquidas o sélidas las cuales pueden ser tomadas en un liquido
adecuado como una suspensién o solucién para la administracién a un animal. En una realizacién, una formulacién no
liquida puede comprender las sales excipientes, tampones, estabilizadores, etc., a los cuales pueden ser afiadidas agua
estéril o solucién salina antes de la administracion.

Una composicién terapéutica de la presente invencién puede también incluir uno o mds adyuvantes o portadores.
Los adyuvantes son tipicamente sustancias que acentdan la respuesta inmune de un animal a un antigeno especifico,
y los portadores incluyen aquellos compuestos que incrementan la vida promedio de una composicion terapéutica en
el animal tratado. Una ventaja de una composicion terapéutica que comprende un virus de influenza equina adaptado
en frio o un virus de influenza A recatalogado de la presente invencion es que los adyuvantes y los portadores no son
requeridos para producir una vacuna eficaz. Ademads, en muchos casos conocidos por aquellos expertos en la técnica,
las ventajas de una composicion terapéutica de la presente invencion podrian ser impedidas por el uso de algunos
adyuvantes o portadores. Sin embargo, debe ser notado que el uso de adyuvantes o portadores no es excluido por la
presente invencion.

Las composiciones terapéuticas de la presente invencion incluyen una cantidad de virus de influenza equina adap-
tados en frio que es suficiente para proteger un animal de las exposiciones con los virus de influenza equina virulentos.
En una realizacién, una composicién terapéutica de la presente invencién puede incluir una cantidad de virus de in-
fluenza equina adaptados en frio en el orden de alrededor de 10° unidades de dosis-50 (TCIDs,) de un virus de cultivo
de tejido infeccioso de alrededor de 10® unidades de virus TCIDs,. Como es usado aqui, una “unidad de TCIDs,” es
una cantidad de virus la cual resulta en efecto citopatico en el 50% de esas células de cultivo infectadas. Los métodos
para medir y calcular las TCIDs, son conocidas por aquellos expertos en la técnica y estdn disponibles, por ejemplo, en
Reed and Muench, 1938, Am. J. of Hyg. 27, 493-497. Una composicién terapéutica preferida de la presente invencién
comprende desde alrededor de 10° unidades de TCIDs, hasta alrededor de 107 unidades de un virus de influenza equina
adaptado en frio o de virus de influenza A recatalogados de la presente invencién. Ain mds preferida es una compo-
sicion terapéutica que comprende alrededor de 2 x 10° unidades de TCIDs, de virus de influenza equina adaptados en
frio o de virus de influenza A recatalogados de la presente invencion.

La presente invencién también incluye los métodos para proteger un animal contra la enfermedad causada por un
virus de influenza A que comprenden administrar al animal una composicién terapéutica de la presente invencion.
Los referidos son esos métodos los cuales protegen un équido contra la enfermedad causada por el virus de influenza
equina, donde esos métodos comprenden administrar al équido un virus de influenza equina adaptado en frio. Los
protocolos aceptables para administrar las composiciones terapéuticas en una manera efectiva incluyen la dimensién
de la dosis individual, el nimero de dosis, la frecuencia de administracién de la dosis, y el modo de administracién.
La determinacién de tales protocolos puede ser realizada por aquellos expertos en la técnica, y los ejemplos son
comunicados aqui.

Un método preferible para proteger un animal contra la enfermedad causada por un virus de influenza A incluye
administrar a ese animal una tnica dosis de una composicion terapéutica que comprende un virus de influenza equina
adaptado en frio, un virus de influenza A recatalogado, o un virus de influenza equina producido por ingenieria genética
de la presente invencién. Una adecuada dosis tnica es una dosis que es capaz de proteger un animal de la enfermedad
cuando es administrada una o mds veces sobre un adecuado periodo de tiempo. El método de la presente invencién
puede también incluir la administracién subsiguiente, o dosis potenciadoras de una composicién terapéutica. Las
administraciones de potenciador pueden ser dadas desde alrededor de 2 semanas hasta varios afios después de la
administracién original. Las administraciones de potenciador preferiblemente son administradas cuando la respuesta
de inmunidad del animal se hace insuficiente para proteger al animal de la enfermedad. Ejemplos de programas de
dosificacién adecuada y preferida son divulgados en la seccién de Ejemplos.

Una composicién terapéutica de la presente invencién puede ser administrada a un animal por una variedad de
medios, tal que el virus entra y se replica en las células mucosas en el tracto respiratorio superior del animal tratado.
Tales medios incluyen, pero no estdn limitados a, administracién intranasal, administracién oral, y administracién
intraocular. Debido a que los virus de influenza naturalmente infectan la mucosa del tracto respiratorio superior, un
método preferible para administrar una composicién terapéutica de la presente invencioén es por la administracién
intranasal. Tal administracién puede ser realizada por el uso de una jeringuilla ajustada con una cénula, o por el uso
de un nebulizador ajustado sobre la nariz y la boca del animal a ser vacunado.

La eficacia de la composicién terapéutica de la presente invencién para proteger un animal contra la enfermedad
causada por el virus de influenza A puede ser ensayada en una variedad de formas que incluyen, pero no limitadas a, la
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deteccion de anticuerpos por, por ejemplo, pruebas de inhibicién de hemaglutinacién (HAI), deteccién de inmunidad
celular en el animal tratado, competencia del animal tratado con el virus de influenza equina virulento para determinar
si el animal tratado es resistente al desarrollo de la enfermedad. Ademads, la eficacia de 1a composicion terapéutica de la
presente invencién que comprende un virus de influenza equina adaptado en frio que tiene un fenotipo de interferencia
dominante para mejorar o reducir los sintomas de la enfermedad en un animal previamente inoculado o susceptible a
inoculacién con un virus de influenza equina de tipo silvestre puede ser ensayado por el filtrado para la reduccién o
ausencia de los signos de la enfermedad en el animal tratado.

La presente invencién también incluye los métodos para producir una composicion terapéutica de la presente
invencién. Los métodos adecuados y preferidos para hacer una composicion terapéutica de la presente invencién son
revelados aqui. Los pasos pertinentes involucrados en producir un tipo de composicidn terapéutica de la presente
invencién, o sea, un virus de influenza equina adaptado en frio, incluyen (a) pasar un virus de influenza equina de
tipo silvestre in vitro, por ejemplo, en huevos embrionados de gallina; (b) seleccionar virus que crecen a temperatura
reducida; (c) repetir el pasaje y los pasos de seleccién una o mds veces, a temperaturas progresivamente mas bajas,
hasta que las poblaciones de virus son seleccionadas las cuales crecen establemente a la temperatura més baja deseada;
y (d) mezclar la preparacién de virus resultante con excipientes adecuados.

Los pasos pertinentes involucrados en la produccién de otro tipo de composicién terapéutica de la presente inven-
cién, o sea, un virus de influenza A recatalogado que tiene al menos un segmento de genoma de un virus de influenza
equina generado por adaptacion, incluye los pasos de (a) mezclar los segmentos de genoma de virus de influenza
equina adaptado en frio donantes, los cuales preferiblemente también tienen los fenotipos de atenuacion, sensibilidad
a la temperatura, o interferencia dominante, con los segmentos de genoma de un virus de influenza A receptor, y (b)
seleccionar los virus recatalogados que tienen al menos un fenotipo de identificacion de un virus de influenza equina
donante. Identificar los fenotipos a seleccionar para incluir la atenuacion, adaptacion en frio, sensibilidad a la tempera-
tura, e interferencia dominante. Los métodos de filtrado para estos fenotipos son bien conocidos para aquellos expertos
en la técnica, y son divulgados aqui. Es preferible filtrar los virus que al menos tienen el fenotipo de atenuacién.

El uso de este método para generar un virus de influenza A recatalogado que tenga al menos un segmento de
genoma de un virus de influenza equina generado por adaptacién en frio, un tipo de virus recatalogado a seleccionar
es un “6 + 2” recatalogado, donde los seis “segmentos de genes internos”, o sea, esos que codifican para los genes NP,
PB2, PB1, PA, M, y NS, son derivados del genoma del virus de influenza equina adaptado en frio donante, y los dos
“segmentos de gen externos”, o sea, esos que codifican para los genes HA y NA, son derivados de el virus de influenza
A receptor. Un virus resultante asi producido puede tener los fenotipos adaptados en frio, atenuados, sensibles a la
temperatura, y/o interferencia del virus de influenza equina adaptado en frio donante, pero la antigenicidad de la cepa
receptora.

La presente invencién incluye moléculas de dcido nucleico aisladas de la cepa de tipo silvestre del virus de influenza
equina A/equino/Kentucky/1/91 (H3N8), y el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821.

En conformidad con la presente invencién, una molécula de 4cido nucleico aislada es una molécula de acido
nucleico que ha sido removida de su medio natural (o sea, que ha sido sometida a manipulaciéon humana) y puede
incluir ADN, ARN, o derivados de cualquier ADN o ARN. Como tal, “aislada” no refleja la magnitud a la cual la
molécula de dcido nucleico ha sido purificada.

La presente invencién incluye moléculas de dcido nucleico que codifican proteinas de virus de influenza equina
adaptados en frio y de tipo silvestre. Las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencion pueden ser preparadas
por métodos conocidos por aquellos expertos en la técnica, o sea, la tecnologia de ADN recombinante. Las moléculas
de 4cido nucleico preferidas tienen cepas codificantes que comprenden las secuencias de dcido nucleico SEC ID
N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N° 4, SEC ID N 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 9, SEC ID N°: 10, SEC ID N*
12, SEC ID N° 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, SEC ID N° 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 21, SEC ID
N°: 22, SEC ID N° 23, SEC ID N° 25, y/o complementos de ellas. Los complementos son definidos como dos
cadenas monocatenarias de 4cido nucleico en las cuales la secuencia nucledtida es tal que ellas se hibridizardn como
un resultado del apareamiento de base a través de su longitud total. Dada una secuencia nucledtida, un experto en la
técnica puede deducir el complemento.

Las moléculas de dcido nucleico preferidas que codifican las proteinas de influenza M son nei, M3, n€i, M3,
neiwoMigs, NeiyMysg, D€l Myse, N€lweMyse, neical Mgp3, N€icMg23, N€ica Mys6, ¥/0 €. Myse, las cadenas codifican-
tes de las cuales son representadas por las SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, y/o la SEC ID N°: 6.

Las moléculas de dcido nucleico preferidas que codifican las proteinas de influenza equina HA son nei,HA 74,
neiy, HA 605, n€ic, HA 762, N€in HA 762, N€Ici HA 605, ¥/0 neicnHA 495, las cadenas codificantes de las cuales son repre-
sentadas por las SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 9, SEC ID N°: 10, y/o la SEC ID N°: 12.

Las moléculas de 4cido nucleico preferidas que codifican las proteinas de influenza equina PB2-N son nei,PB2-

N1, neiy, PB2-Ny54, n€i PB2-Njp4y, Nn€uPB2-Nyyy, neig, PB2-Nyy 4, y/0 nei,PB2-Ny,y4, , las cadenas codificantes
de las cuales son representadas por las SEC ID N°: 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, y/o la SEC ID N°: 18.
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Las moléculas de 4dcido nucleico preferidas que codifican las proteinas de influenza equina PB2-C son nei,, PB2-
C\a33, n€i,uPB2-Cp3,, neiy, PB2-C g4, nei, PB2-Cp3,, neio,PB2-Cy3;, y/0 nei., PB2-C, 44, las cadenas codificantes
de las cuales son representadas por las SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 21, SEC ID N°: 23, y/o la SEC ID
N°: 25.

La presente invencién incluye las proteinas que comprenden las SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 8, SEC
ID N° 11, SEC ID N°: 14, SEC ID N°: 17, SEC ID N° 20 y/o la SEC ID N°: 24 asi como las moléculas de acido
nucleico que codifican tales proteinas.

Las proteinas de influenza M preferidas de la presente invencion incluyen las proteinas codificadas por moléculas
de dcido nucleico que comprenden neiyMop3, N€iy Migas, neithMIOZ% neéiyMjyse, NeiyyMysg, NeiyMyss, D€ Migo3,
nei, Mg, Nei, Myss, ¥/0 nei,nMyse. Las proteinas de influenza equina M preferidas son Pelwle, Pei., Mys,, y/o
Pei.,,M,s,. En una realizacién, una proteina de influenza equina M preferida de la presente invencién es codificada por
las SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, y/o la SEC ID N°: 6, y, como tal, tiene una secuencia de aminodcidos
que incluye la SEC ID N°: 2 y/o la SEC ID N°: 5.

Las proteinas de influenza equina HA preferidas de la presente invencién incluyen proteinas codificadas por un
dcido nucleico que comprende nei,, HA 7, neiy,HA 45, neic, HA 762, n€ic s HA 1762, N€icyi HA 605, ¥/0 neic,nHA 405. Las
proteinas de influenza equina HA son P Pei,HAsqs, Pei.,  HAsqs, y/o Pei..HAsqs. En una realizacion, una proteina de
influenza equina HA preferida de la presente invencidn es codificada por SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 9, SEC ID N°: 10,
y/o SEC ID N°: 12, y, como tal, tiene una secuencia de aminodcidos que incluye la SEC ID N°: 8 y/o la SEC ID N°:
11.

Las proteinas de influenza equina PB2-N preferidas de la presente invencién incluyen proteinas codificadas por
una molécula de 4cido nucleico que comprenden nei,PB2-N,,, neinPBZ Ni214, D€l PB2-Nys4;, neicnPB2-Njouy,
nei., PB2-Ny,4, y/0 nei.,PB2-Ny,4. Las proteinas de influenza equina PB2-N preferidas son P, PB2- N404, CaIPBZ-
No4, y/0 P.nPB2-N,o4. En una realizacion, una proteina de influenza equina PB2-N preferida de la presente invencién
es codificada por las SEC ID N°: 13, SEC ID N°: 15, SEC ID N°: 16, y/o la SEC ID N°: 18, y, como tal, tiene una
secuencia de aminodcidos que incluye la SEC ID N°: 14 y/o la SEC ID N°: 17.

Las proteinas de influenza equina PB2-C preferidas de la presente invencion incluyen proteinas codificadas por
una molécula de 4cido nucleico que comprenden nei,, PB2-C, .33, nei,,PB2-Cis3,, nei,PB2-Cq, nei., PB2-Cia;3,,
nei ., PB2-C),31, y/0 nei, PB2-C,g,. Las proteinas de influenza equina PB2-C preferidas son P,,PB2-C;s, P . PB2-
Csos, y/0 P..oPB2-Cso5. En una realizacion, una proteina de influenza equina PB2-C preferida de la presente invencién
es codificada por las SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 21, SEC ID N° 23, y/o la SEC ID N°: 25, y, como
tal tiene una secuencia de aminodacidos que incluye la SEC ID N°: 20 y/o SEC ID N°: 24.

La secuencia de 4cido nucleico SEC ID N°: 1 representa la secuencia de consenso deducida de la cadena codificante
de moléculas de dcido nucleico amplificadas por PCR denotadas aqui como nei, M3 ¥ neiyoMgs, 1a produccion de
las cuales es revelada en los Ejemplos. La secuencia de acido nucleico SEC ID N°: 4 representa la secuencia deducida
de la cadena codificante de moléculas de 4cido nucleico amplificadas por PCR denotadas aqui como nei., Mjops y
nei,»Mps, la produccién de las cuales es revelada en los Ejemplos. La secuencia de acido nucleico SEC ID N°:
7 representa la secuencia deducida de la cadena codificante de moléculas de dcido nucleico amplificada por PCR
denotada aqui como nei,HA 7s,, la produccién de la cual es revelada en los Ejemplos. La secuencia de dcido nucleico
SEC ID N°: 10 representa la secuencia deducida de la cadena codificante de moléculas de dcido nucleico amplificada
por PCR denotadas aqui como nei.,;HA 76, y nei..HA 76, 1a produccion de la cual es revelada en los Ejemplos. . La
secuencia de 4cido nucleico SEC ID N°: 13 representa la secuencia deducida de la cadena codificante de moléculas de
dcido nucleico amplificada por PCR denotada aquf como nei,, PB2-N,4;, la produccion de la cual es revelada en los
Ejemplos. La secuencia de 4cido nucleico SEC ID N°: 16 representa la secuencia deducida de la cadena codificante de
moléculas de dcido nucleico amplificada por PCR denotada aqui como nei.,; PB2-N,4; y nei.,PB2-N.,,, la produccién
de la cual es revelada en los Ejemplos. La secuencia de dcido nucleico SEC ID N°: 19 representa la secuencia deducida
de la cadena codificante de moléculas de 4cido nucleico amplificada por PCR denotada aqui como nei,, PB2-C .33,
la produccién de la cual es revelada en los Ejemplos. La secuencia de acido nucleico SEC ID N°: 22 representa la
secuencia deducida de la cadena codificante de moléculas de 4cido nucleico amplificada por PCR denotada aqui como
nei,,PB2-C.;,, la produccién de la cual es revelada en los Ejemplos. La secuencia de acido nucleico SEC ID N°:
23 representa la secuencia deducida de la cadena codificante de moléculas de dcido nucleico amplificada por PCR
denotada aqui como nei.,; PB2-C3,, la produccién de la cual es revelada en los Ejemplos. Adicionales moléculas de
acido nucleico, secuencias de dcido nucleico, secuencias de proteinas y aminodcidos son descritas en los Ejemplos.

La presente invencidén incluye moléculas de 4cido nucleico que comprenden virus de influenza equina adaptados
en frio que codifican una proteina M que tiene una secuencia de aminodcidos que comprende la SEQ ID N°: 5. Otra
realizacion de la presente invencion incluye una molécula de dcido nucleico que comprende un virus de influenza
equina adaptado en frio que codifica una proteina HA que tiene una secuencia de aminodcidos que comprende la SEQ
ID N°: 11. Otra realizacién de la presente invencion incluye una molécula de dcido nucleico que comprende un virus
de influenza equina adaptado en frio que codifica una proteina PB2-N que tiene una secuencia de aminodcidos que
comprende la SEQ ID N°: 17. Otra realizacién de la presente invencién incluye una molécula de acido nucleico que
comprende un virus de influenza equina adaptado en frio que codifica una proteina PB2-C que tiene una secuencia de
aminodcidos que comprende la SEQ ID N°: 24.
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Debe ser notado que ya que la tecnologia de secuenciacién de acido nucleico no es enteramente libre de errores, las
secuencias de dcido nucleico y las secuencias de aminodcidos presentadas aqui representan, respectivamente, aparentes
secuencias de moléculas de 4cido nucleico de la presente invencion y aparentes secuencias de amino dcidos M, HA, y
proteinas PB2-N y PB2-C de la presente invencién.

Otra realizacién de la presente invencion es un anticuerpo que selectivamente se liga a la proteina M, HA, PB2-
N, PB2-C, PB2 de un virus de tipo silvestre de la presente invencion. Otra realizacion de la presente invencién es un
anticuerpo que selectivamente se liga a la proteina M, HA, PB2-N, PB2-C, PB2 de un virus adaptado en frio de la
presente invencién. Los anticuerpos preferidos se ligan selectivamente a las SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 5, SEQ ID N*:
8, SEQID N°: 11, SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°: 17, SEQ ID N°: 20 y/o SEQ ID N°: 24.

Los siguientes ejemplos son suministrados para los propésitos de ilustracién y no estdn proyectados para limitar el
alcance de la presente invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo revela la produccién y la caracterizacién fenotipica de varios virus de influenza equina adaptados en
frio de la presente invencion.

A. El virus de influenza equina progenitor, A/equino/Kentucky/1/91 (H3N8) (obtenido de Tom Chambers, Univer-
sidad de Kentucky, Lexington, KY) fue sometido a adaptacién en frio en una especie hospedera ajena, o sea, huevos
embrionados de gallina, en la siguiente manera. Huevos embrionados de gallina de 10 6 15 dias, disponibles, por
ejemplo de Truslow Farms, Chestertown, MD o de HyVac, Adel, IA, fueron inoculados con el virus de influenza equi-
na progenitor por inyeccién de alrededor de 0,1 mililitro (ml) de FA no diluido que contiene aproximadamente 10°
unidades deformacion de placas (pfu) de virus dentro de la cavidad alantdica a través de un pequeiio orificio perforado
en la cascara del huevo. Los orificios en los huevos fueron sellados con pintura de ufias y los huevos fueron incubados
en un equipo incubador humidificado a la temperatura apropiada durante tres dias. A continuacién de la incubacion,
fueron vistos a trasluz y ninguno de los huevos no viables fue descartado. El FA fue cosechado de los embriones
viables removiendo asépticamente una porcién de la cascara del huevo, separando la membrana corioalantéica (CAM)
con pinzas estériles y removiendo el FA con una pipeta estéril. El1 FA cosechado fue congelado entre los pasajes. El
FA fue entonces usado, o no diluido o diluido 1:1000 en tamp6n salino de fosfato (PBS) como se registrd en la Tabla
1, para inocular un nuevo conjunto de huevos para un segundo pasaje, y asi en adelante. Un total de 69 pasajes fue
completado. Los pasajes iniciales fueron hechos ambos alrededor de los 34°C (pasajes 1-2) o alrededor de los 30°C y
en los subsecuentes pasajes, la temperatura de incubacién fue cambiada hacia abajo ambas a alrededor de los 28°C, o
alrededor de los 26°C. Para incrementar la posibilidad de la seleccion de los fenotipos deseados de un virus atenuado,
estable, la serie inicial de pasajes fue ampliada para incluir cinco brotes diferentes del drbol de la serie de pasajes, A
hasta E, como se muestra en la Tabla 1.

TABLA 1

Historia del pasaje de los brotes A hasta E

Pasaje No.

Temperatura Brote A Brote B Brote C Brote D Brote E
34°C 1-2 1-2 1-2 1-2 1-2
30°C 3-8 3-29 3-29 3-29 3-29
28°C 30-33* 30-68* 30-33 30-69
26 °C 9-65 34-69* 34-65

[‘= el fluido alantoico infeccioso fue diluido 1:1000 en estos pasajes

B. Los virus aislados llevados a través del procedimiento de adaptacion en frio descrito en la seccién A fueron
ensayados para sensibilidad de temperatura, o sea, un fenotipo en el cual el virus adaptado en frio crece a la temperatura
mads baja o permisiva (por ejemplo, alrededor de los 34°C, pero no forma mds placas a una temperatura mds alta o no
permisiva (por ejemplo, alrededor de los 37°C o alrededor de los 39°C), como sigue. En cada pasaje de adaptacién
en frio, el FA fue detenido por ensayo de placa a alrededor de los 34°C. Periédicamente, las placas individuales del
ensayo fueron clonalmente aisladas por excision del area de la placa y colocacion del agar extirpado taponado en
96 bandejas que contienen un monoestrato de células MDCK. Las 96 bandejas fueron incubadas por una noche y la
produccion ensayada para la sensibilidad a la temperatura por la prueba CPE en las 96 bandejas duplicadas incubadas a
alrededor de los 34°C y alrededor de los 39°C. El porciento de los clones que fue registrado como mutantes sensibles a
la temperatura por este ensayo, o sea, el nimero de placas virales que crecieron a 34°C pero no crecen a 39°C, dividido
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por el nimero total de placas, fue calculado, y es mostrado en la Tabla 2. Las temperaturas sensitivas aisladas fueron
entonces evaluadas para la sintesis de proteina a la temperatura no permisiva por la visualizacién de las proteinas
sintetizadas de virus radiorotulados por electroforesis de gel de policrilamida (SDS-PAGE).

TABLA 2

Porciento de Clones aislados que fueron sensibles a la temperatura

Porciento Sensible a la Temperatura

Paso No. Brote A Brote B Brote C Brote D Brote E
p36 56% 66% 0% 66% 54%
p46 80% 60% 75%
p47 80%
p48 100%
p49 100% 100% 50%
p50 90%
p51 100%
p52 57%
p62 100% 100%
p65 100%
p66 100% 88%

De los aislamientos clonales probados para sensibilidad a la temperatura, dos fueron seleccionados para estudio
ulterior. El clon EIV-P821 fue seleccionado entre el pasaje 49 del brote B y el clon EIV-P824 fue seleccionado
entre el pasaje 48 del brote C, como estd definido en la Tabla 1. Ambos de estos virus aislados fueron sensibles a la
temperatura, con formacién de placa de ambos aislamientos inhibida a una temperatura de alrededor de 39°C. A esta
temperatura, la sintesis de proteina fue completamente inhibida por el EIV-P821, pero el EIV-P824 exhibi6 niveles
normales de sintesis de proteina. Ademds, la formacién de placa por el EIV-P821 fue inhibida a una temperatura de
alrededor de 37°C, y a esta temperatura, la expresion de gen tardio fue inhibida, o sea, niveles normales de proteina
NP fueron sintetizados, reducidas o ningunas proteinas M1 o HA fueron sintetizadas, y niveles mejorados de las
proteinas polimerasas fueron sintetizados. El fenotipo observado a 37°C, siendo tipificado por sintesis de proteina
viral diferencial, fue distinto del fenotipo de sintesis de proteina visto a alrededor de 39°C, el cual fue tipificado por la
inhibicién de la sintesis de todas las proteinas virales. El virus EIV-P821 ha sido sedimentado con la American Type
Culture Collection (ATCC) bajo N° de acceso ATCC VR-___, y el virus EIV-P824 ha sido sedimentado con la ATCC
bajos la accesion ATCC VR-__.

C. Ulteriores caracterizaciones de las mutaciones en el aislamiento del EIV-P821 fueron realizadas por anélisis de
recatalogacién, como sigue.

El andlisis de recatolagacién en los virus de influenza permite a un experto en la técnica, bajos ciertas circuns-
tancias, correlacionar los fenotipos de un virus dado con mutaciones putativas en ciertos de los ocho segmentos de
ARN que comprenden un genoma de virus de influenza A. Esta técnica estd descrita, por ejemplo, en Palese, et al.,
ibid. Una infeccion mixta de EIV-P821 y un virus aviar de influenza, A/dnade/New York/6750/78 fue realizada como
sigue. Células MDCK fueron coinfectadas con EIV-P821 a una multiplicidad de infecciones (MOI) de 2 células pfu
y A/édnade/New York/6750/78 a una MOI de 6 2, 5, 6 10 células pfu. Las células infectadas fueron incubadas a una
temperatura de alrededor de 34°C. Los resultados de las varias coinfecciones fueron titulados y las placas individuales
fueron aisladas a alrededor de 34°C, y los resultantes aislamientos clénicos fueron caracterizados como si ellos fueran
capaces de crecer a alrededor de 39°C y alrededor de 37°C, y expresar sus genes, 0 sea, sintetizar proteinas virales
a alrededor de 39°C, alrededor de 37°C, y alrededor de 34°C. La sintesis de proteina fue evaluada por andlisis SDS-
PAGE de disoluciones de células infectadas radiorotuladas. Las proteinas HA, NP y NS-1 de los dos virus progeni-
tores, cada uno de los cuales esta codificado por un segmento de genoma separado, fueron distinguibles por el analis
SDS-PAGE, ya que esas proteinas virales particulares, como las derivadas de virus de influencia equina o virus de
influenza aviar, migran a pesos moleculares aparentes diferentes. En esta forma fue posible, al menos para los genes
HA, NP, y NS-1, evaluar si ciertos fenotipos de los virus progenitores, o sea, la temperatura sensitiva y los fenotipos
de sintesis de proteina, cosegregados con los segmentos de genoma portan estos genes. Los resultados del andlisis de
recatalogacién que investigan la cosegregacion de a) la mutacion que inhibe la formacién de placa, por ejemplo, la
induccioén de CPE, a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C o b) la mutacién que inhibe la sintesis de
protefna a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C con cada una de las proteinas EN-P821 HA, NP y NS-
1 son mostradas en las Tablas 3 y 4, respectivamente.
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TABLA 3

Andlisis de recatalogacion del fenotipo de formacion de placas EIV-P821 a 39°C con el virus de influenza aviar
A/dnade/New York/6750/78

Gen Virus ts"' Ts™?
HA aviar 26 13
equino 11 44
NP aviar 37 8
equino 0 49
NS-1 aviar 9 8
equino 12 20

"namero de aislamientos clonales capaces de inducir CPE en células de cultivo de tejido a una temperatura de alrededor de 39 °C

2 numero de aislamientos clonales inhibidos en la habilidad de indugir CPE en células de cultivo de tejido a una temperatura de
alrededor de 39 °C

TABLA 4

Andlisis de la recatalogacion del fenotipo de sintesis de la proteina EN-P821a 39°C con el virus de influenza aviar
A/dnade/New York/6750/78

Gene Virus ts"' ts?
HA aviar 18 1
equino 11 7
NP aviar 34 5
equino 7 8
NS-1 aviar 10 4
equino 14 5

Tnumero de aislamientos clonales los cuales sintetizan todas las proteinas virales a una temperatura de alrededor de 39 °C

2 namero de aislamientos clonales inhibidos en su hablilidad para sintetizar todas las proteinas virales a una temperatura de alrededor
de 39°C

Los resultados demostraron una asociacion del gen equino NP con una mutacién que causa la inhabilidad del EIV-
P821 para formar placas a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C, pero los resultados no sugieren una
asociacion de cualquiera de los genes HA, NP, o NS-1 con una mutacién que causa la inhabilidad del EIV-P821 para
expresar proteinas virales a una temperatura no permisiva de alrededor de 39°C. De esta manera los datos también
demostraron que el fenotipo de formacién de placa y el fenotipo de sintesis de proteina observados en el virus EIV-
P821 fueron resultados de mutaciones separadas.

D. Los estudios fueron también conducidos a determinar si los virus de influenza equina adaptados en frio de la
presente invencion tienen un fenotipo de interferencia dominante, esto es, si ellos dominan en infeccién mezclada con
el virus progenitor tipo silvestre A/Kentucky/1/91 (H3N8). Los fenotips de interferencia dominante de los virus EIV-
P821 y EIV-P824 fueron evaluados en la siguiente manera. Los monoestratos separados de células MDCK fueron
infectados individualmente con el virus progenitor A/Kentucky/1/91 (H3N8) en un MOI de 2, infectados individual-
mente con el virus adaptado en frio EIV-P821 o EIV-P824 en un MOI de 2, o doblemente infectados simultdneamente
con ambos virus progenitores y uno de los virus adaptados en frio a un MOI de 2+2, todos a una temperatura de alrede-
dor de 34°C. A las 24 horas después de la infeccion,el medio de los cultivos fueron cosechados y los virus producidos
de las varias células infectadas fueron medidos por ensayos de placas duplicadas realizados a temperaturas de alrede-
dor de 34°C y alrededor de 39°C. Este ensayo tomd ventaja del hecho de que los virus de influenza equina EIV-P821 o
EIV-P824 son sensibles a la temperatura y son por tanto incapaces de formar placas a una temperatura no permisiva de
alrededor de 39°C, mientras el virus progenitor es capaz de formar placas a ambas temperaturas, asi haciendo posible
medir el crecimiento del virus progenitor en la presencia del virus adaptado en frio. Especificamente, el efecto de
interferencia dominante del virus adaptado en frio sobre el crecimiento del virus progenitor fue cuantificado por la
comparacion del virus producido a alrededor de 39°C de las células infectadas individualmente con el virus progenitor
para la produccién del virus progenitor en las células doblemente infectadas. El EIV-P821, en la infectacién mezclada,
fue capaz de reducir la produccién del virus progenitor en aproximadamente 200 veces, mientras que el EIV-P824,
en la infeccién mezclada, redujo la produccién de virus progenitores en aproximadamente 3.200 veces. Este ensayo
por lo tanto mostré que los virus EIV-P821 y EIV-P824 adaptados en frio ambos exhiben el fenotipo de interferencia
dominante.
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E. El virus aislado EIV-MSV+5 fue derivado del EIV-P821, como sigue. El EIV-P821 fue pasado una vez en
huevos, como se describi6 arriba, para producir un Virus Semilla Maestro aislado, denotado aqui como EIV-MSVO.
El EIV-MSVO fue entonces sometido a pasar tres veces adicionales en huevos, el virus se aisla al final de cada
pasaje siendo designados EIV-MSV+1, EIV-MSV+2, y EIV-MSV+3, respectivamente. El EN-MSV+3 fue entonces
sometido a dos pasajes adicionales en células MDCK, como sigue. Las células MDCK fueron crecidas en 150 cm?
de cultivo de tejido en frascos en un medio MEM de cultivo de tejido con Sales de Hanks, que contienen el 10%
de suero de becerro. Las células fueron entonces lavadas con solucién estéril PBS y el medio de crecimiento fue
reemplazado con alrededor de 8 ml por frasco de un medio infeccioso (medio de cultivo de tejido que comprende
MEM con Sales de Hanks, 1 pg/ml de solucién de Tripsina, 0,125% de albiimina de suero bovino (BSA y 10 mM
de tampdén HEPES). Las células fueron inoculadas con FA que contiene el virus EN-MSV+3 (para el primer pasaje
en células MDCK), y se permitié a los virus absorber por 1 hora alrededor de 34°C. La vacuna fue removida de los
monoestratos celulares, las células fueron lavadas otra vez con PBS, y alrededor de 100 ul del medio infeccioso fue
afladido por frasco. Las células infectadas fueron incubadas a alrededor de 34°C por 24 horas. Las células infectadas
con virus MDCK fueron cosechadas sacudiendo los frascos vigorosamente para desestabilizar el monoestrato celular,
que resulta en virus aislados EIV-MSV+4 (el primer pasaje en células MDCK), y EIV-MSV+5 (el segundo pasaje en
células MDCK).

Los virus EN-MSVO0 y EN-MSV+5 fueron sometidos al andlisis fenotipico, como se describi6 en la seccién B
arriba, para determinar su habilidad para formar placas y sintetizar proteinas virales a temperaturas de alrededor de
34°C, alrededor de 37°C, y alrededor de 39°C. Ambos EIV-MSV0 y EN-MSV+5 formaron placas en células de cultivo
de tejido a una temperatura de alrededor de 34°C, y ningtin virus aislado formé placas o exhibi6 sintesis de proteina
viral detectable a una temperatura de alrededor de 39°C. El virus EIV-MSVO tuvo un fenotipo sensible a la temperatura
como el EIV-P821 a una temperatura de alrededor de 37°C, o sea, fue inhibido en formacién de placa, y la expresion de
gen tardio fue inhibida. Sin embargo, el EIV-MSV+5, a diferencia de su virus progenitor, EIV-P821, formé placas en
el cultivo de tejido a una temperatura de alrededor de 37°C, y a esta temperatura, el virus sintetiz6 cantidades normales
de todas las proteinas. El virus EIV-MSV+5 ha sido sedimentado con la ATCC bajo N° de acceso ATCC VR-__.

Ejemplo 2
Las composiciones terapéuticas de la presente invencién fueron producidas como sigue.

A. Una amplia reserva de EIV-P821 fue propagada en huevos como sigue. Alrededor de 60 huevos de gallina
embrionados libres de patégenos fueron vistos a trasluz y los huevos no viables fueron descartados. La reserva de
virus fue diluida a alrededor de 1,0 x 10° pfu/ml en solucién estéril PBS. Los virus fueron inoculados dentro de la
cavidad alantéica de los huevos como se describié en el Ejemplo 1A. Después de una incubacién de 3 dias en una
camara humidificada a una temperatura de alrededor de 34°C, el FA fue cosechado de los huevos de acuerdo con
el método descrito en el Ejemplo 1A. El FA cosechado fue mezclado con una solucién estabilizadora, por ejemplo,
estabilizador A1/A2, disponible de Diamond Animal Health, Des Moines, 1A, al 25% de VN (estabilizador/FA). El
FA cosechado fue procesado por lotes en un tubo centrifugo y fue clarificado por centrifugacién por 10 minutos a
1,000 rpm en una centrifuga refrigerada tapada de mesa IEC Centra-7R fijada a un rotor de cubeta giratorio. El fluido
fue distribuido en criofrascos de 1 ml y fue congelado a alrededor de -70°C. Las reservas de virus fueron tituladas en
células MDCK por CPE y ensayo de placa a alrededor de 34°C.

B. Un amplio inventario de EIV-P821 fue propagado en células MDCK como sigue. Las células MDCK fueron
crecidas en frascos de cultivo de virus de 150 cm? en un medio de cultivo de virus MEM con sales de Hanks, que con-
tienen suero de becerro al 10%. Las células fueron entonces lavadas con solucién estéril PBS y el medio de crecimiento
fue reemplazado con alrededor de 8 ml por frasco del medio infeccioso. Las células MDCK fueron inoculadas con una
reserva de virus en un rango de MOI desde alrededor de 0,5 pfu por célula hasta alrededor de 0,005 pfu por célula,
y a los virus se les permitié absorber por 1 hora a alrededor de 34°C. La vacuna fue removida de los monoestratos
celulares, las células fueron lavadas de nuevo con PBS, y alrededor de 100 ml del medio infeccioso fueron afiadidos
por frasco. Las células infectadas fueron incubadas a alrededor de 34°C por 24 horas. Las células infectadas MDCK
fueron cosechadas sacudiendo los frascos vigorosamente para desestabilizar el monoestrato celular y una solucién
estabilizadora fue afiadida a los frascos al 25% de V/V (estabilizador/solucién de virus). Los sobrenadantes fueron
distribuidos asépticamente en criofrascos y congelados a -70°C.

C. Las composiciones terapéuticas que comprenden ciertos virus de influenza equina sensibles a la temperatura
adaptados en frio de la presente invencion fueron formulados como sigue. Justo antes de los procedimientos de va-
cunacidn, tales como esos descritos en los Ejemplos 3-7 mas adelante, los frascos de reservas de agua, EIV-P821 o
EN-MSYV +5 fueron descongelados y fueron diluidos en un excipiente que comprende o agua, o PBS, o un medio de
cultivo de tejido en MEM con Sales de Hanks, que contiene el 0,125% de albimina de suero bovino (solucién BSA-
MEM) a la dilucién deseada para la administracidn a los animales. Las composiciones de vacunas fueron mantenidas
en hielo antes de las vacunaciones. Todas las composiciones terapéuticas fueron tituladas en células MDCK por méto-
dos convencionales justo antes de las vacunaciones y siempre que fue posible, una cantidad de la composicion, tratada
idénticamente a aquellas administradas a los animales, fueron tituladas después de las vacunaciones para asegurar que
el virus permaneci6 viable durante los procedimientos.
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Ejemplo 3

Una composicién terapéutica que comprende el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821 fue probado
para seguridad y su habilidad para replicarse en tres caballos que muestran inmunidad anterior detectable al virus de
influenza equina como sigue. El EIV-P821, producido como se describié en el Ejemplo 1A , fue crecido en huevos
como se describid en el Ejemplo 2A y fue formulado en una composicion terapéutica que comprende una solucién
BSA-MEM de 107 pfu de EIV-P821 %2 ml como se describi6 en el Ejemplo 2C.

Los tres ponis que tienen titulos de inhibicién de hemaglutinaciéon (HAI) detectable anterior al virus de influenza
equina fueron inoculados con una composicién terapéutica que comprende el EIV-P821 por el siguiente método. A
cada poni le fue dada una dosis de 2 ml de EIV-P821, administrada intranasalmente usando una jeringuilla fijada a
una canula despuntada lo suficientemente larga para alcanzar mas alld de la pseudo fosa nasal, 1 ml por fosa nasal.

Los ponis fueron observados por 30 minutos aproximadamente inmediatamente a continuacién y aproximadamen-
te cuatro horas después de la vacunacién para algin tipo inmediato de reacciones alérgicas tales como estornudos,
salivacidn, respiracion trabajosa o irregular, temblores, anafilaxis o fiebre. Los animales fueron ademds monitoreados
en los dias 1 al 11 post-vacunacién para buscar algunos tipos de reacciones alérgicas tardias, tales como letargia o
anorexia. Ninguno de los tres ponis en este estudio exhibié ninguna de las reacciones alérgicas de la vacunacion.

Los ponis fueron observados diariamente, a aproximadamente al mismo tiempo cada dia, comenzando dos dias
después de la vacunacion y continuando hasta el dia 11 a continuacién de la vacunacién para buscar sintomas clinicos
consistentes con la influenza equina. Los ponis fueron observados para descarga nasal, descarga ocular, anorexia,
disposicién, ritmo cardiaco, tiempo de rellenado capilar, ritmo respiratorio, disnea, tos, sonidos pulmonares, presencia
de revestimiento téxico de la encia superior, y temperatura corporal. Ademads los ganglios linfaticos parietales fueron
palpados y ninguna anormalidad fue reportada. Ninguno de los tres ponis en este estudio exhibié alguna reaccién
anormal o sintomas clinicos ostensibles durante el periodo de observacion.

Para probar el derramamiento viral en los animales, en los dias O hasta el 11 a continuacién de la vacunacion, las
torundas nasofaringeas fueron recolectadas de los ponis como esta descrito en Chambers, ef al., 1995, Equina Prac-
tice, 17, 19-23. Chambers, et al., ibid.. Concretamente, dos aplicadores emboquillados de poliester Dacrén estériles
disponibles, por ejemplo, de Hardwood Products Co., Guilford, ME) fueron insertados, juntos, dentro de cada fosa
nasal de los ponis. Las torundas, (cuatro en total, dos para cada fosa nasal) fueron separadas dentro de un tubo centri-
fugo cénico de 15 ml que contiene 2,5 ml del medio de transporte enfriado que comprende 5% de glicerol, penicilina,
estreptomicina, neomicina, y gentamicina en PBS a pH fisiol6gico. Manteniendo las muestras en hielo mojado, las to-
rundas fueron asépticamente exprimidas dentro del medio y las muestras nasofaringeas fueron divididas en dos partes
alicuotas. Una parte alicuota fue usada para intentar el aislamiento del EIV por inoculacién de los huevos embrionados,
usando el método descrito en el Ejemplo 1. El FA de los huevos inoculados fue entonces probado para su habilidad
para causar hemaglutincién por mérodos convencionales, que indican la presencia del virus de influenza equina en el
FA. En los dias 3 y 4 post vacunacidn, otras partes alicuotas fueron probadas para el virus por la prueba Directigen®
Flu A, disponible de Becton-Dickinson (Cockeysville, MD).

Los intentos de aislar el EIV de las secreciones nasofaringeas de los tres animales por inoculacién en huevo fueron
infructuosos. Sin embargo, en los dias 2 y 3, todos los animales resultaron positivos a la presencia de derramamiento
de virus usando la prueba de Directigen Flu A, consistente con la hipétesis de que el EIV-P821 fue replicindose en
los ponis seropositivos.

Para probar los titulos de anticuerpo al EIV en los animales inoculados descritos en este ejemplo, asi como en
los animales descritos en los Ejemplos 4-7, la sangre fue recolectada de los animales antes de la vacunacién y en los
dias designados post vacunacion. El suero fue aislado y fue tratado o con tripsina/periodato o caolin para bloquear los
inhibidores no especificos de hemaglutinacién presentes en el suero normal. Las muestras de suero fueron probadas
para los titulos de inhibicién de hemaglutinacién (HAI) contra un reciente EIV aislado por métodos convencionales,
descritos, por ejemplo, en “Método de ensayo suplementario para conducir en ensayo de inhibicién de hemaglutina-
cién para anticuerpo de virus de influenza equina” (SAM 124), sumistrado por el Laboratorio Nacional de Servicios
Veterinarios U.S.D.A. bajola 9 CFR 113.2.

Los titulos HAI de los tres ponis son mostrados en la Tabla 5. Como puede ser visto, independientemente del
titulo inicial, los titulos HAI de suero se incrementaron al menos cuatro veces en todos los tres animales después de la
vacunacion con el EIV-P821.

Estos datos demuestran que el virus EIV-P821 de influenza equina adaptado en frio es inocuo y no reactogénico

en ponis seropositivos, y que estos animales exhibieron un incremento en el titulo de anticuerpo al virus de influenza
equina, aun si bien ellos tuvieron titulos demostrables anteriores.
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TABLA 5

Titulos HAI de animales vacunados*

Animal Titulos HAI (dias después de la vacunacién)
D 0 7 14 21
18 40 80 160 160
19 10 20 40 80
25 20 40 320 80

“Las concentraciones HAI estan expresadas como el reciproco de la dilucién mas alta de suero la cual inhibié la hemaglutinacién de
eritrocitos por un virus de influenza equina recién aislado.

Ejemplo 4

Este Ejemplo revela un estudio animal para evaluar la seguridad y la eficacia de una composicién terapéutica que
comprende el virus EIV-P821 de influenza equina adaptado en frio.

Una composicidn terapéutica que comprende un virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821 fue probado
para la atenuacién, asi como para su habilidad para proteger caballos de la exposicion con virus de influenza equina
virulento, como sigue. El EIV-P821, producido como se describi6 en el Ejemplo 1, fue crecido en huevos como se
describi6 en el Ejemplo 2A y fue formulado en una composicién terapéutica que comprende 107 pfu de virus/2 ml
de agua, como se describi6 en el Ejemplo 2C. Ocho ponis seronegativos al EIV fueron usados en este estuido. Tres
de los ocho ponis fueron vacunados con una dosis de 2 ml que comprende 107 pfu de la composicién terapéutica
EIV-P821, administrada intranasalmente, usando métodos similares a aquellos descritos en el Ejemplo 3. A un poni
le fueron dados 107 pfu de una composicién terapéutica EIV-P821, administrada oralmente, por inyeccién de 6 ml
del virus dentro de la faringe, usando una jeringuilla de 10 ml la cual fue adaptada para crear una rociada fina por el
siguiguiente método. El “asiento” protuberante para la fijacién de las agujas fue sellado usando plastilina y su tapa fue
dejada en su lugar. Alrededor de 10 agujeros fueron perforados a través del fondo de la jeringuilla, o sea, alrededor
del “asiento”, usando una aguja de calibre 25. La jeringuilla fue colocada en el espacio interdental y el virus fue
fuertemente inyectado en la parte trasera de la boca. Los restantes cuatro ponis fueron mantenidos como controles no
vacunados.

Los ponis vacunados fueron observados por aproximadamente 30 minutos inmediatamente a continuacién y a
aproximadamente cuatro horas después de la vacunacién para reacciones de tipo alérgico inmediatas, y los animales
fueron ulteriormente monitoreados en los dias 1-11 post vacunacién para reacciones de tipo alérgico tardias, ambas
como se describieron en el Ejemplo 3. Ninguno de los cuatro ponis vacunados en este estudio exhibieron ningunas
reacciones anormales de la vacunacion.

Los ponis fueron evaluados diariamente, a aproximadamente el mismo tiempo cada dia, comenzando dos dias antes
de la vacunacién de virus y continuando hasta el dia 11 a continuacién para buscar signos clinicos, tales como esos
descritos en el Ejemplo 3. Ninguno de los cuatro ponis en este estudio exhibié ninguno de los signos clinicos durante
el periodo de observacién. Este resultado demostré que el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821 exhibe
el fenotipo de atenuacion.

Para probar el derramamiento viral en los animales vacunados, en los dias 0 hasta 11 a continuacién de la vacu-
nacion, las torundas nasofaringeas fueron recolectadas de los ponis como se describi6 en el Ejemplo 3. Las muestras
nasofaringeas fueron probadas en huevos de gallina embrionados de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 3.

Como se muestra en la Tabla 6, el virus fue aislado de solamente un animal vacunado usando el método del huevo.
Sin embargo, como se nota en el Ejemplo 3, la ausencia de aislamiento por este método no excluye que la replicacién
de virus esté ocurriendo, ya que la replicacion puede ser detectada por métodos mds sensitivos, o sea, la prueba de
Directigen Flu A.

TABLA 6

Aislamiento de virus en huevos después de la vacunacion

ID del animal Ruta 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
91 IN - - + + + + + 4+ + + + -
666 IN - - - - - - - - - - - -
673 IN - - - - - - - - - - - -
674 Oral - - - - - - - - - - - -
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Para probar los titulos de anticuerpo al virus de influenza equina en animales vacunados, la sangre fue recolectada
de los animales antes de la vacunacién y en los dias 7, 14, 21 y 28 post vacunacién. Las muestras de suero fueron
aisladas y fueron probadas para los titulos de inhibicién de hemaglutinacién contra un reciente virus EIV aislado de
acuerdo a los métodos descritos en el Ejemplo 3.

Los titulos HAI de los cuatro ponis vacunados son mostrados en la Tabla 7.

TABLA 7

Titulos HAI después de la vacunacion
Titulos HAI (dias después de la vacunacion)

ID del animal Ruta 0 7 14 21 28
91 IN <10 <10 <10 <10 <10

666 IN 10 10 10 20 20

673 IN 10 10 10 20 20

674 Oral 20 40 40 40 40

A diferencia del incremento del titulo HAI observado con los tres animales descritos en el estudio en el Ejemplo
3, los animales en este estudio no exhibieron un significativo incremento, o sea, mayor que cuatro veces, en el titulo
HAI a continuacion de la vacunacién con EIV-P821.

Aproximadamente cuatro y medio meses después de la administracién del virus vacuna, todos los 8 ponis, o sea,
los cuatro que fueron vacunados y los cuatro de control no vacunados, fueron expuestos por el siguiente método. Para
cada animal, 107 pfu de la cepa de virus de influenza equina virulenta A/equino/Kentucky/1/91 (H3N8) fue suspendida
en 5 ml de agua. Una méascara fue conectada a un nebulizador, y la mdscara fue colocada sobre el hocico del animal,
incluyendo las fosas nasales. Cinco (5) ml fueron nebulizados para cada animal, usando colocaciones tales que tomé
de 5-10 minutos entregar el total de los 5 ml. Las observaciones clinicas, como se describi6 en el Ejemplo 3, fueron
realizadas en todos los animales tres dias antes de la exposicion y diariamente por 11 dias después de la exposicion.

A pesar del hecho de que los animales vacunados no exhibieron marcados incrementos en sus titulos HAI al virus
de influenza equina, todos los cuatro animales vacunados fueron protegidos contra la exposicion del virus de influenza
equina. Ninguno de los animales vacunados mostré signos clinicos ostensibles o fiebre, aunque uno de los animales
tuvo una respiracion dificultosa menor por dos dias. Por otra parte, todos los ponis no vacunados derramaron virus y
desarrollaron signos clinicos y fiebre tipicos de la infeccién de virus de influenza equina. De esta forma, este ejemplo
demuestra que una composicion terapéutica de la presente invencidén puede proteger a los caballos de la enfermedad
de la influenza equina.

Ejemplo 5

Este Ejemplo revela un estudio animal adicional para evaluar la atenuacion de una composicién terapéutica que
comprende el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821, y su habilidad para proteger a los caballos vacu-
nados de subsecuentes exposiciones con el virus de influenza equina virulento. Ademads, este estudio evalué el efecto
del estrés de ejercicio en la seguridad y eficacia de la composicién terapéutica.

Una composicién terapéutica que comprende el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821 fue probada
para seguridad y eficacia en caballos, como sigue. El EIV-P821, producido como se describi6 en el Ejemplo 1, fue
cultivado en huevos como se describi6 en el ejemplo 2A y fue formulado en una composicién terapéutica que com-
prende 107 pfu de virus/5ml en agua, como se describi6 en el Ejemplo 2C. Quince ponis fueron usados en este estudio.
Los ponis fueron aleatoriamente asignados a tres grupos de cinco animales cada uno, como se muestra en la Tabla 8,
estando allf dos grupos vacunados y un grupo de control no vacunado. Los ponis en el grupo 2 fueron estresados con
ejercicio antes de la vacunacion, mientras los ponis en el grupo 1 vacunado fueron mantenidos en un establo.

TABLA 8

Vacunacion/Protocolo de Exposicion

Grupo No. de ponies Ejercicio Vacuna Exposicién
1 5 - Dia 0 Dia 90
2 5 Dias-4a0 Dia 0 Dia 90
3 5 - - Dia 90
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Los ponis en el grupo 2 fueron sometidos a estrés por ejercicio en una noria antes de la vacunacién, como sigue.
Los ponis fueron aclimatados para el uso de la noria por 8 horas de uso de la noria al paso solamente. El estrés real
por ejercicio implicé un régimen diario de ejercicio comenzando 4 dias antes y teminando en el dia de la vacunacién
(inmediatamente antes de la vacunacién). El régimen de ejercicio en la noria estd mostrado en la Tabla 9.

TABLA 9

Régimen de ejercicio para ponis en el Grupo 2

Velocidad (m/seg) Tiempo (min) Pendiente (°)
1.5 2 0
3.5 2 0
35 2 7
4,5* 2 7
55" 2 7
6,5* 2 7
7,5° 2 7
8.5° 2 7
3.5 2 7
1,5 10 0

“La velocidad en metros por segundo (m/seg) fue incrementada para cada animal cada 2 minutos hasta que el ritmo cardiaco alcanzé 2
200 latidos por minuto

A los grupos 1y 2 les fue dada una composicién terapéutica que comprende 107 pfu de EIV-P821, por el método
de nebulizacién descrito para la exposicion descrito en el Ejemplo 4. Ninguno de los ponis vacunados en este estudio
exhibieron ningunas reacciones alérgicas inmediatas o tardias de la vacunacion.

Los ponis fueron observados diariamente, a aproximadamente el mismo tiempo cada dia, comenzando dos dias
antes de la vacunacién y continuando hasta el dia 11 a continuacién de la vacunacién para buscar sintomas clinicos,
tales como los descritos en el Ejemplo 3. Ninguno de los ponis vacunados en este estudio exhibié sintomas clinicos
ostensibles durante el periodo de observacion.

Para probar para el derramamiento viral en los animales vacunados, antes de la vacunacion y en los dfas 1 hasta
el 11 a continuacién de la vacunacidn, las torundas nasofaringeas fueron recolectadas de los ponis como se describid
en el Ejemplo 3. Las muestras nasofaringeas fueron probadas para virus en huevos de gallina embrionados de acuerdo
con el método descrito en el Ejemplo 3. El virus fue aislado de los animales vacunados, o sea, los Grupos 1 y 2, como
se muestra en la Tabla 10.

TABLA 10

Aislamiento de virus después de la vacunacion
Aislamiento de virus (dias después de la vacunacion)

Grupo ID del animal Ejercicio 0 1
12 -
16 - -
1 17 No -
165 T TR - -
688 - - . ..
7 T T
44 - - - .. - - - - - - -
2 435 Si S T
907 - - -+ .
968 - - - ..

+ + + N
+ o+ o+ |w
+ + +|a
+ + +|o
+ + +|o®

.

1

1]

+
L]
+
1]
.
.
'

+
+
L}
.
1
L}
1l

+ + +
]
1]
.
1
1

Para probar los titulos de anticuerpo al virus de la influenza equina en los animales vacunados, la sangre fue
recolectada antes de la vacunacién y en los dias 7, 14, 21 y 28 post vacunacion. Las muestras de suero fueron aisladas
y fueron probadas para titulos HAI contra un EIV reciente aislado de acuerdo a los métodos descritos en el Ejemplo
3. Esos titulos son mostrados en la Tabla 11.
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TABLA 11

Titulos HAI después de la vacunacion y después de la exposicion en 90 dias

Grupo ID del animal -1 7 14 21 28 91 105 112 119 126
1 12 <10 <10 <10 <10 <10 <10 80 320 320 640
1 16 <10 <10 20 20 <10 <10 20 160 320 320
1 17 <10 <10 10 10 10 10 80 160 160 160
1 165 <10 <10 10 10 10 10 80 80 80 80
1 688 <10 <10 20 20 20 20- 20 20 20 40
2 7 <10 <10 10 10 <10 <10 20 80 80 40
2 44 <10 <10 20 20 20 10 80 320 320 320
2 435 <10 <10 20 20 10 <10 20 80 80 80
2 907 <10 <10 10 10 20 10 10 40 80 80
2 968 <10 <10 <10 <10 <10 <10 40 160 160 160
3 2 <10 80 640 640 320
3 56 <10 80 320 320 320
3 196 <10 20 160 80 80
3 198 10 40 160 320 320
3 200 <10 20 80 80 40

Grupo Descripcién

1 Vacunacién solamente
2 Vacunacidn y ejercicio
3 Control

En el dia 90 post vacunacién, todos los 15 ponis fueron expuestos con 107 pfu de cepa de virus de influenza equina
Alequino/Kentucky/1/91 (H3N8) por un método nebulizador como se describié en el Ejemplo 4. Las observaciones
clinicas, como se describieron en el Ejemplo 3, fueron realizadas en todos los animales tres dias antes de la exposicién
y diariamente por 11 dias después de la exposiciéon. No hubo signos clinicos ostensibles observados en ninguno de los
ponis vacunados. Cuatro de los cinco ponis no vacunados desarrollaron fiebre y signos clinicos tipicos de infeccién de
virus de influenza equina.

De este modo, este ejemplo demuestra que una composicioén terapéutica de la presente invencidn protege a los
caballos contra la enfermedad de la influenza equina, atn si los animales estdn estresados antes de la vacunacion.

Ejemplo 6

Este Ejemplo compard las infectividades de las composiciones terapéuticas de la presente invencion crecidas en
huevos y crecidas en células de cultivo de tejido. Desde un punto de vista de produccién, hay una ventaja para cre-
cer composiciones terapéuticas de la presente invencién en cultivo de tejido en lugar de en huevos embrionados de
gallina. El virus de influenza equina, sin embargo, no crece a tan alto titulo en células como en huevos. Ademds, la
hemaglutinina del virus requiere una hendidura proteolitica extracelular por tripsina parecida a las proteasas para la
infectividad. Ya que el suero contiene inhibidores de la tripsina, el crecimiento del virus en la célula de cultivo debe
ser propagado en un medio libre de suero que contiene tripsina para ser infeccioso. Es bien conocido por aquellos ex-
pertos en la técnica que tales condiciones son menos que dptimas para la viabilidad de las células de cultivo de tejido.
Ademads, estas condiciones de crecimiento pueden seleccionarse para virus con afinidad de enlace alterado para células
equinas, las cuales pueden afectar la infectividad viral ya que el virus necesita enlazarse eficientemente a la mucosa
nasal del animal para replicarse y estimular la inmunidad. Asi, el objetivo del estudio revelado en este ejemplo fue
evaluar si tanto la infectividad de las composiciones terapéuticas de la presente invencion fue adversamente afectada
por el crecimiento para los miltiples pasajes de cultivo de tejido in vitro.

El EIV-P821, producido como se describid en el Ejemplo 1, fue crecido en huevos como se describi6 en el Ejemplo
2 A o en células MDCK como se describi6 en el Ejemplo 2B. En cada instancia, el virus fue pasado cinco veces. El
EIV-P821 fue probado para su adaptacion en frio y fenotipos sensibles a la temperatura después de cada pasaje. Las
preparaciones de virus pasados en huevos y células fueron formuladas en composiciones terapéuticas que comprenden
107 pfu de virus/2 ml de solucién BSA-MEM, como se describi6 en el Ejemplo 2C, resultantes en una composicion
terapéutica crecida en huevo EIV-P821 y en una composicidn terapéutica crecida en células MDCK, respectivamente.
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Ocho ponis fueron usados en este estudio. El suero de cada animal fue probado para titulos HAI al virus de
influenza equina antes del estudio. Los animales fueron aleatoriamente asignados en uno o dos grupos de cuatro ponis
cada uno. El Grupo A recibié una composicién terapéutica crecida en huevo EIV-P821 y el Grupo B recibié una
composicion terapéutica crecida en células MDCK EIV-P821, preparadas como se describi6 en el Ejemplo 2B. Las
composiciones terapéuticas fueron administradas intranasalmente por el método descrito en el Ejemplo 3.

Los ponis fueron observados diariamente, a aproximadamente el mismo tiempo cada dia, comenzando dos dias
antes de la vacunacién y continuando hasta el dia 11 a continuacién de la vacunacion para buscar reacciones alérgicas
0 signos clinicos como se describi6 en el Ejemplo 3. Ninguna reaccidn alérgica o signos clinicos ostensibles fueron
observados en ninguno de los animales.

Las torundas nasofaringeas fueron colectadas antes de la vacunacién y diariamente por 11 dias después de la
vacunacién. La presencia de material viroso en las torundas nasales fue determinada por la deteccién de CPE en
las células infectadas como se describié en el Ejemplo 1, o por inoculacién dentro de los huevos y el exdmen de la
habilidad del FA infectado para causar hemaglutinacién, como se describi6 en el Ejemplo 3. El material fue probado
para la presencia de virus solamente, y no para titulos de virus en la muestra. Los resultados del aislamiento de virus
son listados en la Tabla 12. La sangre fue recolectada y las muestras de suero de los dias, 7. 14. 21 y 28 después de la
vacunacidn fue probada para titulos de anticuerpos de inhibicién de hemaglutinacién contra un aislado reciente. Los
titulos HAI son también listados en la Tabla 12.

TABLA 12

Titulos HAI y aislamiento de virus después de la vacunacion

Titulos de virus (DPV?) Aislamiento’ de virus (DPV®)

Grup02 ID 0 7 14 21 28 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
31| <10 20 160 160 160 - EC - C EC EC C EC - - -

1 37 <10 40 160 160 160 - EC C C EC C C Cc - - - -
40 | <10 20 80 160 80 - EC EC C - C EC C - EC EC -

41 | <10 40 160 160 80 - EC EC C EC C EC EC - - - -

32| <10 <10 80 80 40 - EC - C - C - Cc - EC - -

2 34 <10 20 160 160 160 - EC - C EC € EC C - - - -
35| <10 <10 80 80 40 - EC - C - C - Cc - EC - -

42| <10 <10 80 80 40 - = - Cc - C EC EC - - - -

E = Aislamiento positivo en huevos; C = aislamiento positivo CPE; - = virus no detectado por ninguno de los métodos
2 Grupo 1: Virus pasados 5 veces por células MDCK; Grupo 2: Virus pasados 5 veces en huevos
®Dias post vacunacion

Los resultados en la Tabla 12 muestran que no hay diferencias significantes en la infectividad o inmunogenicidad
entre las composiciones terapéuticas EIV-P821 crecidas en huevo y las crecidas en células MDCK.

Ejemplo 7

Este ejemplo evalu6 la dosis minima de una composicién terapéutica que comprende un virus de influenza equina
adaptado en frio requerido para proteger a un caballo de la infeccién por el virus de influenza equina.

Los estudios de animal revelados en los Ejemplos 3-6 indicaron que una composicion terapéutica de la presente
invencion fue eficaz y segura. En estos estudios, una dosis de 107 pfu, la cual se correlaciona a aproximadamente
10® unidades de TCIDs, fue usada. Sin embargo, desde un punto de vista de costo y seguridad, es ventajoso usar el
minimo titulo de virus que protegerd a un caballo de la enfermedad causada por el virus de influenza equina. En este
estudio, los ponis fueron vacunados con cuatro dosis diferentes de una composicién terapéutica que comprende un
virus de influenza equina adaptado en frio para determinar la dosis minima la cual protegerd a un caballo contra la
exposicion a un virus de influenza equina virulento.

El EIV-P821, producido como se describi6 en el Ejemplo 1A, fue pasado y crecido en células como se describi6
en el Ejemplo 2B y fue formulado en una composicién terapéutica que comprende 0 2 x 10*, 2 x 10°, 2 x 10%, 0 2 x 107
unidades de TCIDs,/1 ml de solucién BSA-MEM como se desribi6 en el Ejemplo 2C. Diecinueve caballos de varias
edades y razas fueron usados en este estudio. Los caballos fueron asignados a cuatro grupos de vacuna, un grupo de
tres caballos y tres grupos de cuatro caballos, y un grupo de control de cuatro caballos (ver Tabla 13). A cada uno de
los ponis en los grupos de vacuna le fue dada una dosis de 1 ml de la composicién terapéutica indicada, administrada
intranasalmente por métodos similares a esos descritos en el Ejemplo 3.
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TABLA 13

Protocolo de vacunacion

Grupo No. No. de animales Dosis de vacuna, Unidades de TCIDs,
1 3 2x10
2 4 2x10°
3 4 2x10°
4 4 2x10*
5 4 Control

Los ponis fueron observados por aproximadamente 30 minutos inmediatamente a continuacidén y aproximada-
mente cuatro horas después de la vacunacién para reacciones de tipo inmediato, y los animales fueron mas adelante
monitoreados en los dias 1-11 post vacunacién para reacciones de tipo tardio, como se describié en el Ejemplo 3.
Ninguno de los ponis vacunados en este estudio exhibié ningunas reacciones anormales o signos clinicos ostensibles
de la vacunacion.

Los andlisis de suero y sangre fueron recolectados 3 dias antes de la vacunacion, en los dias 7, 14, 21 y 28 después
de la vacunacidn, y después de la exposicién en los dias 35 y 42. Las muestras de suero fueron probadas para titulos
HAI contra un EIV aislado reciente de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo 3. Estos titulos son mostrados
en la Tabla 14. Antes de la exposicién en el dia 29, 2 de los 3 animales en el grupo 1, 4 de los 4 animales en el grupo
2, 3 de los 4 animales en el gupo 3, y 2 de los 4 animales en el grupo 4 mostraron al menos incrementos en 4 veces en
los titulos HAI después de la vacunacién. Ademads, 2 de los 4 caballos de control también exhibieron incrementos en
los titulos HAI. Una interpretacion de estos resultados es que los caballos de control fueron expuestos al virus vacuna
transmitido de los caballos vacunados, ya que todos los caballos en este estudio fueron albergados en el mismo establo.

TABLA 14

Titulos HAI post vacunacion y post exposicion, y resultados de la exposicion

Vacunacion en el dia 0 y exposicion en el dia 29, Exposicién en el dia 29
(t) Prueba de inmunidad de la enfermedad

No. | Dosis en unidades TCIDS0 IDdelanimal | -1 | 7 | 14 | 21 [ 28 | 35 | 42 %
41 <10 <10 10 40 10 20 80 -
1 2x10 42 40 40 40 40 40 <10 80 -
200 <10 <10 80 40 160 40 40 -
679 <10 10 40 40 40 20 20 -
2 2x10° 682 <10 <10 40 40 40 40 40 -
795 20 80 160 160 320 320 640 -
R <10 10 40 20 160 40 40 -
73 <10 <10 160 40 80 160 160 -
3 2x10° 712 <10 <10 20 20 40 40 20 -
720 <10 20 80 40 80 8 160 -
796 <10 <10 <10 <10 <10 10 80 +
75 <10 <10 <10 <10 <10 <10 160 +
4 2x10* 724 <10 >10 <10 <10 <10 20 320 +
789 <10 10 320 160 320 320 320 =
790 <10 <10 80 40 160 80 40 -
12 <10 <10 <10 20 20 40 40 -
5 Control 22 10 20 40 10 160 40 640 -
71 <10 <10 <10 <10 10 20 160 +
74 <10 <10 <10 <10 <10 <10 20 +

En el dia 29 post vacunacién, todos los 19 ponis fueron expuestos con la cepa del virus de influenza equina
Alequino/Kentucky/1/91 (H3N8) por el método nebulizador como se describié en el Ejemplo 4. La dosis de exposi-
cién fue prospectivamente calculada para contener alrededor de 10® unidades de TCIDs, de virus de exposicién en
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un volumen de 5 ml por cada animal. Las observaciones clinicas, como se describieron en el Ejemplo 3, fueron mo-
nitoreadas comenzando dos dias antes de la exposicion, el dia de la exposicién, y por 11 dias a continuacién de la
exposicion. Como se mostré en la Tabla 14, ningtiin animal en los grupos 1 o 2 exhibieron signos clinicos indicativos
de la enfermedad de influenza equina, y solamente y ninguno fuera de los cuatro animales en el grupo 3 enfermd. Dos
fuera de los cuatro animales en el grupo 4 enfermd, y solamente dos de los cuatro animales de control enfermaron.
Los resultados en la Tabla 14 sugieren una correlacion entre la seroconversion y la proteccion de la enfermedad, ya
que, por ejemplo, los dos animales de control que mostraron titulos HAI incrementados durante el perlodo de va-
cunacién no mostraron signos clinicos de la enfermedad de influenza equlna a continuacién de la exposicién. Otra
interpretacion, sin embargo, fue que el titulo real del virus de exposicion puede haber sido menor que la cantidad de
10® unidades de TCIDs, calculada, ya que, basado en los resultados anteriores, este nivel de exposicion debié haber
causado enfermedad en todos los animales de control.

Sin embargo, los niveles de seroconversion y la falta de signos clinicos en el grupo que recibié una composicién
terapéutica que comprende al menos 2 x 10° unidades de virus de influenza equina adaptado en frio TCIDs, sugiere
que esta cantidad fue suficiente para proteger un caballo contra la enfermedad de influenza equina. Ademads, una dosis
de 2 x 10° unidades de TCIDs, indujo la seroconversién y dio proteccion clinica de exposicién en 3 fuera de los 4
caballos, y de esta manera atin esta cantidad puede ser suficiente para conferir proteccion significante en caballos
contra la enfermedad de influenza equina.

Ejemplo 8

Este ejemplo revela un estudio animal para evaluar la duracion de la inmunidad de una composicidn terapéutica
que comprende virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821

Una composicién terapéutica que comprende el virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821, producido
como se describi6 en el Ejemplo 1, fue crecido en huevos similarmente al procedimiento descrito en el Ejemplo 2A, fue
expandido por el pasaje en células MDCK similarmente al procedimiento descrito en el Ejemplo 2B, y fue formulado
en una composicion terapéutica como se describié en el Ejemplo 2C. Treinta caballos de aproximadamente 11 a 12
meses de edad fueron usados para este estudio. Diecinueve de los caballos fueron vacunados intranasalmente en una
fosa nasal usando una jeringuilla con un dispositivo de entrega de boquilla sujeto a su extremo, con una dosis de 1,0
ml que comprende 6 registros de unidades de TCIDs, de una composicién terapéutica EIV-P821. Las vacunas fueron
realizadas en el dia O.

Los caballos fueron observados en el dia O (antes de la vacunacién y hasta 4 horas post vacunacién) y en los dias
de estudio 1, 2, 3, 7, 15, y 169 post vacunacién. En esos dias, un examen a distancia por un periodo de al menos
15 minutos fue realizado. Este examen a distancia incluyé la observacién para la conducta, comportamiento, tos,
estornudo, y descarga nasal. El examen en el dia 169 también sirvi6 para confirmar que los caballos estaban en una
condicion de salud adecuada para transportarlos al sitio de exposicion el cual estaba situado aproximadamente a 360
millas del sitio de vacunacion.

Los animales fueron aclimatados al sitio de exposicion y fueron observados aproximadamente diariamente por un
veterinario o técnico en animales para evidencia de enfermedad. Un examen fisico general fue realizado en el dia
171 post vacunacién para monitorear lo siguiente: conducta, comportamiento, tos, estornudo, y descarga nasal. De los
dias 172 a 177, similares observaciones asi como la temperatura rectal fueron registradas, de acuerdo con el juicio del
veterinario que atendi6 a cada caballo individual con presentacidn clinica anormal.

Los caballos no vacunados mostraron ninguna reaccién adversa port vacunacién. Uno vacunado fue encontrado
muerto alrededor de dos meses después de la vacunacién. Este caballo mostré ninguna evidencia de reaccion adversa
cuando fue observado por al menos un mes después de la vacunacién. Aunque ninguna causa de muerte pudo ser
firmemente establecida, la muerte no fue instantdnea y fue considerada a ser consistente con factores de contribucién
posibles tales como célico, fractura de hueso, o carga severa de gusanos. Ya que no habia otra evidencia de ninguna
de las reacciones adversas por vacunacion en ninguno de los otros vacunados, es altamente improbable que la vacuna
contribuyera a ninguna reaccién adversa en este caso.

Las exposiciones fueron realizadas en el dia 181 post vacunacién. El siguiente virus de influenza equina aislado
tipo silvestre previamente mostrado para causar enfermedad en los caballos fue usado como el virus de exposicion:
Alequino/2/Kentucky/91. Antes de la infeccién de cada grupo expuesto, el material de exposicion fue rdpidamente
descongelado a aproximadamente 37°C. El virus fue diluido con solucién salina tamponada con fosfato a un volumen
total de aproximadamente 21 ml. El material diluido fue almacenado enfriado en hielo hasta inmediatamente antes de
la inoculacién. Antes de la inoculacién y al final de la nebulizacién de cada grupo expuesto, una muestra del virus de
exposicion diluido fue recolectada para la confirmacién del titulo de virus pre y post inoculacién. Los vacunados y los
de control fueron aleatoriamente asignados a 4 grupos de exposicion de 6 caballos cada uno y un grupo de exposicién
de 5 caballos de tal forma que cada grupo de exposicién contenia una mezcla de 4 vacunados y 2 de control o 3
vacunados y 2 de control.

El virus de exposicién en forma de aerosol fue entregado a través de un tubo insertado a través de una abertura
central pequefia en el techo plastico con un nebulizador ultrasénico (por ejemplo, De Vilbiss Model 099HD, De Vilbiss
Healthcare Inc., Somerset, Pennsylvania) por un periodo de aproximadamente 10 minutos. Los caballos quedaron en la
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cdmara por un periodo ulterior de aproximadamente 30 minutos después de que la nebulizacién habia sido completada
(tiempo total de exposicion, aproximadamente 40 minutos). En ese momento, el plastico fue removido para ventilar la
cdmara, y los caballos fueron liberados y devueltos a su corral. El procedimiento de exposicién fue repetido para cada

grupo.

Todos los métodos estadisticos en este estudio fueron realizados usando SAS (SAS Institute, Cary, NC), y un P
< 0,05 fue considerado ser significante estadisticamente. Comenzando en el dia 178 post vacunacién (tres dias antes
de la exposicion) hasta el dia 191 (dia 10 post exposicion), los caballos fueron observados diariamente por ambos
examenes distante e individual. Las temperaturas rectales fueron medidas en esos momentos. Los datos desde el dia O
(dia de la exposicion) hasta el dia 10 fueron incluidas en los andlisis, ver Tabla 15.

TABLA 15
Efecto de la exposicion en las temperatures diarias (°C) en caballos vacunados y de control (promedio minimo de
cuadrados)
Dia post exposicion Vacunados (n=19) No vacunados (n=10) P-valor
0 100,7 100.8 0.8434
1 100,5 110,4 0,7934
2 103,4 104,9 0,0024
3 101,8 103,9 0,0001
4 101,5 103,2 0,0002
5 101,7 103.8 0,0001
6 1013 103,6 0,0001
7 100,7 102,3 0,0007
8 100,5 101,4 0,0379
9 100,1 100,3 0,7416
10 100,3 100,5 0,7416
EEM combinado* 0,27 0,38

* Error estandar de la media

La Tabla 15 muestra que en los dias 2 hasta el 8, los caballos vacunados tuvieron temperaturas mas bajas (P<0,05)
que los caballos de control no vacunados.

El examen a distancia consistié de un periodo de 20 minutos en los que las siguientes observaciones fueron hechas:
tos, descarga nasal, respiracion, y depresion. Los criterios de puntaje son mostrados en la Tabla 16.

TABLA 16

Sintomas clinicos e indice de puntaje

Signo clinico Descripcion Puntaje
Tos Normal dentro de un periodo de observacién de 15 min. 0
Tos una vez durante la observacion 1
Tos dos veces 0 mas durante la observacion 2
Descarga nasal Normal 0
Anormal, serosa 1
Anormal, mucopurulenta 2
Anormal, profusa 3
Respiracion Nomal 0
Anormal (disnea, taquipnea) 1
Depresidn Normal 0
Depresidn presente* 1
*La depresién fue evaluada por la evaluacion subjetiva del comportamiento de!l animal
que incluyé lo siguiente: fracaso para aproximarse rapidamente al alimento, letargo general, inapetencia y anorexia.
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Cada caballo fue punteado para cada una de estas categorias. Adicionalmente, los nédulos linfaticos submandi-
bulares fueron palpados para monitorear una posible infeccién bacterial. En cualquier caso en el que hubo un valor
difefente registrado para un puntaje de signo clinico subjetivo de una observacién en el mismo dia a la distancia contra
la observacion individual, el mayor puntaje fue usado en la compilacién y andlisis de los resultados. Para los propdsitos
de evaluar la salud de los caballos antes de la disposicion final, los exdmenes a distancia fueron realizados a los 14, 18,
y 21 dias post exposicion. Los datos desde los dias 1 hasta el 10 post vacunacién fueron incluidos en el andlisis. Estos
puntajes fueron sumados en cada dia para cada caballo, y los vacunados y los de control fueron comparados usando la
prueba de sumas de rango de Wilcoxon. Ademads, estos puntajes fueron sumados a través de todos los dias para cada
caballo, y comparados en la misma manera. Los rangos medios y los puntajes clinicos medios son mostrados en las
Tablas 17 y 18, respectivamente. Cinco dias post exposicion, el rango medio de los puntajes en los caballos vacunados
fue menor (P < 0,05) que en los caballos de control no vacunados; y este efecto continué en los dias 6, 7, 8, 9, y10
(P < 0,05). El rango acumulativo sobre el periodo de prueba completo fue también mas bajo (P<0,05) en los caballos
vacunados que en los de control no vacunados.

TABLA 17

Efecto de la exposicion en los puntajes de los signos clinicos en caballos vacunados y de control (rango medio)

Dia post exposicion Vacunados (n=19) No vacunados (n=10) P-valor
0 13,6 17,6 0,1853
1 16,4 124 0,2015
2 15,1 14,9 0,9812
3 13,3 18,3 0,1331
4 13,5 17.9 0,1721
5 12,4 19,9 0,0237
6 12,7 19,4 0,0425
7 12,1 20,6 0,0074
8 12,6 19,6 0,0312
9 13,1 18,7 0,0729
10 12,3 20,1 0,0135
Total sobre 11 dias 11,8 21,2 0,0051
* Prueba de suma de rango  por
Wilcoxon
TABLA 18

Efecto de la exposicion en los puntajes de los signos clinicos en caballos vacunados y de control (puntajes medios)

Dia post exposicién Vacunados (n=19) No vacunados (n=10)
0 1.2 1.8
1 1,5 0.9
2 24 2,5
3 3.2 41
4 34 43
5 3.2 47
6 34 4.8
7 3.3 47
8 32 45
9 3.2 3.9
10 24 3.4
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Las torundas nasofaringeas fueron obtenidas en el dia anterior a la exposicién y en los dias 1 a 8 post exposicion,
como se describi6 en el Ejemplo 3, y probados para virus derramados por el ensayo de cultivo de células. El porciento
de caballos que derraman virus de exposicién en cada grupo es mostrado en la Tabla 19. El porciento de caballos que
deraman virus de exposicién en el grupo vacunado fue menor (P<0,05) en los dias 5 y 6 post exposicion que en los de
control no vacunados.

TABLA 19
Porciento de caballos que derraman virus por dia post exposicion y niimero medio de dias de derramamiento por
grupo
Dia post exposicion Vacunados (n=19) No vacunados (n=10)
-1 0 0
1 63,2 90
2 100 100
3 84,2 100
4 100 100
5 474 889"
6 10,5 77.8*
7 5.3 20
8 0 0
Numero promedio de derramamientos 4.1 5,6°
por dia
*Dentro de un punto de tiempo, vacunados diferente de no vacunados (P<0,06) por la prueba exacta de Fisher (datos de
porciento) o la prueba de sumas de rangos
(dias de derramamiento) de Wilcoxon.

Los puntajes de los signos clinicos relevantes a la influenza y las mediciones de la temperatura objetiva ambas
demostraron una reduccién estadistica significante en el grupo de vacunados cuando se compard con aquellos del
grupo de control; esto es consistente con una interpretacion de que la vacuna confiere proteccion significante de la
enfermedad.

La habilidad de los caballos para derramar virus de influenza post exposicion fue también significativamente redu-
cida en los vacunados comparados a los de control en ambos la incidencia de caballos positivos para el derramamiento
en ciertos dias post exposicién y el nimero medio de dias de derramamiento por caballo. Este derramamiento dis-
minuido por los vacunados es importante en que debe servir para reducir el potencial por exposiciéon de animales
susceptibles al virus de tipo silvestre en una epidemia de influenza.

Los resultados de este estudio son consistentes con la interpretacion de que la vacuna seguramente confirié protec-
cién por 6 meses para la enfermedad clinica causada por la influenza equina y redujo el potencial para la diseminacién
de virus de influenza equina virulento que ocurre naturalmente. Mientras el grado de proteccién de la enfermedad no
fue completo (13 fuera de 19 vacunados fueron protegidos, mientras 10/10 de control enfermaron), hubo una clara
reduccién en la severidad y duracidn de la afeccién clinica y un notable efecto en el potencial para el derramamiento
viral después de la exposicién a una cepa virulenta de influenza equina. El hallazgo de que ambos vacunados y de
control fueron seronegativos inmediatamente antes de la exposicién a 6 meses post inmunizacién sugiere que la inmu-
nidad mediada por algo aparte del suero anticuerpo puede ser de primaria importancia en la habilidad de esta vacuna
para conferir proteccién medible y durable.

Ejemplo 9

Este ejemplo revela un estudio animal para evaluar la habilidad de una composicion terapéutica que comprende un
virus de influenza equina adaptado en frio EIV-P821 para ayudar en la prevencion de la enfermedad a continuacién de
la exposicién a una cepa heterdloga de virus de influenza equina.

La cepa heterdloga probada fue la A/equino/2/Saskatoon/90, descrita genéticamente como una cepa Eurasidtica
(obtenida de Hugh Townsend, Universidad de Saskatchewan). Veinte (hembras) caballos Percherén de aproximada-
mente 15 meses de edad (en el momento de la vacunacién) fueron usados para la eficacia del estudio. Los caballos
fueron asignados a dos grupos, un grupo de 10 a ser vacunados y otro grupo de 10 para servir como de control no
vacunados. En el dia 10, el grupo vacunado fue vacunado en la manera descrita en el Ejemplo 8.
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El material de exposicidn, o sea, la cepa equina de influenza A/equino/2/Saskatoon/90 [H3NS8] fue preparada
similarmente a la preparacién en el Ejemplo 8. Los vacunados y de control fueron aleatoriamente asignados a 4
grupos de exposicién de 5 caballos cada uno tal que cada grupo de exposicidn contenia una mezcla de 2 vacunados y
3 de control o viceversa. El procedimiento de exposicion fue similar a ese descrito en el Ejemplo 8. Las exposiciones
fueron realizadas el dia 28 post vacunacion.

Las observaciones clinicas fueron realizadas para los vacunados y de control en el dia -4 y en los dias de estudio
0 (antes de la vacunacién y hasta 4 horas post vacunacién), 1 a 7, 12, 15 a 17, 19 a 23, 25 a 38, y 42. Por los dias
en los cuales las observaciones clinicas fueron realizadas durante los dias -4 a 42, las observaciones clinicas que
incluyen la temperatura rectal fueron puntuadas de acuerdo al juicio del veterinario que atiende a cualquier caballo
con presentacion clinica anormal. Los caballos fueron punteados usando el mismo criterio como en el Ejemplo 8
(Tabla 15). Los examenes a distancia fueron realizados en esos dias como se describi6 en el Ejemplo 8. En el dia 20 y
en los dias 25 a 38, los caballos fueron observados por ambos exdmenes a distancia e individual. (también como como
se describi6 en el Ejemplo 8).

Las temperaturas rectales fueron medidas diariamente comenzando 3 dias antes de la exposicién, y continuaron
hasta 10 dias post exposicion. El dia O es el dia relativo a la exposicién. Los datos de los dias O hasta 10 fueron
incluidos en el andlisis. Los métodos y criterios fueron idénticos a esos usados en el Ejemplo 8. En los dias 2, 5y 7,
los caballos vacunados tuvieron temperaturas corporales mds bajas estadisticamente significantes que los caballos de
control no vacunados (Tabla 20).

TABLA 20
Efecto de la exposicion en las temperaturas diarias (°C) en caballos vacunados y de control (medias cuadrdticas
minimas)

Dias post prueba de inmunidad | Vacunados (n=10) | No vacunados (n=10) | Valor P
0 99,9 99,8 0,9098
1 100,5 100,3 0,4282
2 101,0 102,8 0,0001
3 100,7 100,5 0,7554
4 101,0 101,3 0,419
5 100.8 102,1 0,0004
6 100.4 1004 0.9774
7 100,3 1011 0,0325
8 100,6 100,7 0,8551
9 100,5 100,6 0,8874
10 100,5 100,1 0,2465

Error estandar de la media = 9,249

Los datos de los dias de los dfas 1 hasta 10 post vacunacién fueron incluidos en el andlisis. Estos puntajes fueron
sumados en cada dia para cada caballo, y los vacunados y los de control fueron comparados usando la prueba de sumas
de rango de Wlicoxon. Todos los métodos estadisticos fueron realizados como se describi6 en el Ejemplo 9. Ademis,
estos puntajes fueron sumados a través de todos los dias para cada caballo, y comparados de la misma manera. Los
rangos medios son mostrados en la Tabla 21.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 21

Efecto de la exposicion sobre los signos clinicos en caballos vacunados y de control (rango medio)

Dias post exposicion Vacunados (n=10) No vacunados (n=10) Valor P*
1 8,85 12,15 0,1741
2 8,80 12,20 0,1932
3 8,90 12,10 0,2027
4 7,60 13,40 0,0225
5 6,90 14,10 0.0053
6 7.00 14,00 0,0059
7 6,90 14,10 0,0053
8 7,60 13,40 0,0251
9 6,90 14,10 0,0048
10 6,10 14,90 0,0006
Total sobre 19 dias 5.70 15,30 0,0003
* 2 pruebas de muestra por Wilcoxon

En el dia 4 post exposicion, el rango medio de los puntajes en los caballos vacunados fue mds bajo (P<0,05)
que en los caballos de control no vacunados, y este efecto continud a través del resto del estudio (P<0,05). El rango
acumulativo sobre el periodo de prueba completo fue también mds bajo en los caballos vacunados que en los de control
no vacunados (P<0,05).

Las torundas nasofaringeas fueron recolectadas en los dias 1 y 8 post exposicidn, como se describié en el Ejemplo
3. Las muestras nasales fueron analizadas para la presencia de virus por inoculacién celular con deteccién de virus
por efecto citopatogénico (CPE) o por inoculacién de huevo con detaccién de virus por hemaglutinaciéon (HA). Los
ensayos de célula de cultivo fueron realizados como generalmente estd descrito por Youngner et al., 1994, J. Clin.
Microbiol. 32, 750-754. Las muestras nasales diluidas en serie fueron afiadidas a pozos que contienen monoestratos
de células Madin Darby Canine Kidney (MDCK). Después de la incubacion, los pozos fueron examinados para la
presencia y el grado del efecto citopatogénico. La cantidad de virus en unidades TCIDs, fue calculada por la técnica
de Reed-Muench. El ensayo de infectividad del huevo fue realizado como se describi6 en el Ejemplo 1. El prociento
de caballos que derraman virus de exposicion para cada ensayo en cada grupo es mostrado en las Tablas 22 y 23. El
porciento de caballos que derraman virus de exposicién en el grupo vacunado fue més bajo (P<0,05) en los dias 2 hasta
7 post vacunacién por otro método. Ningunas diferencias fueron vistas en los dias 1 u 8 post exposicién. El nimero
de dias que el virus de exposicién fue derramado fue también mas bajo (P<0,05) en el grupo vacunado comparado al
de control no vacunado; ver Tablas 22 y 23.

TABLA 22

Porciento de caballos que derraman virus a continuacion del ensayo de exposicion en cultivo de células

Dias post exposicién Vacunados (n=10) No vacunados (n=10})
1 0 0
2 0 70*
3 0 70*
4 20 100"
5 10 100°
6 20 100*
7 80
8 0 30
No. de dias promedio 0,5 55"
de derramamiento
*Dentro de un punto de tiempo, vacunados diferente de no vacunados, P<0,05 por la prueba exacta (datos de porciento)
de Fisher o 2 pruebas de muestra (dias de derramamiento) de Wilcoxon
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TABLA 23
Porciento de caballos con derramamiento de virus a continuacion del ensayo de infectividad de la exposicion en
huevos
Dias post exposicién Vacunados (n=10) No vacunados (n=10)
1 0 0
2 2 70*
4 0 90*
6 20 90*
7 50'
8 0
No. promedio de dias de 0,4 4.4*
derramamiento
*Dentro de un punto de tiempo, vacunados diferente de no vacunados, P<0,05 por la prueba exacta (datos de porciento)
de Fisher 0 2 pruebas de muestra (dias de derramamiento) de Wilcoxon

La extension (severidad y duracién) de los signos clinicos de influenza entre los vacunados fue sustancialmente
reducida en relacién a los de control. Los puntajes de los signos clinicos pertinentes a la influenza y las mediciones de
temperatura objetiva ambos demostraron una reduccién significante estadisticamente en el grupo vacunado cuando se
compararon a esos del grupo de control; lo que indica que la vacuna confiere proteccion significante de la enfermedad
por la cepa heter6loga.

La habilidad de los caballos para derramar virus de influenza post exposicién fue también significativamente redu-
cida en los vacunados como opuestos a los de control en ambos la incidencia de caballos positivos para el derrama-
miento en ciertos dias post exposicidn y el nimero medio de dias de derramamiento por caballo. El derramamiento
disminuido por los vacunados es importante en que debe servir para reducir el potencial para la exposicidn de animales
susceptibles al virus de tipo silvestre en una epidemia de influenza.

Sobre todo, los resultados de este estudio muestran que la vacuna confiere proteccién contra una exposicioén hete-
réloga por un miembro del linaje Euroasiatico de cepas de virus de influenza equina.

Ejemplo 10

Este Ejemplo revela un estudio animal para evaluar la habilidad de una composicién terapéutica que comprende el
virus de influeza equina adaptado en frio EIV-P821 para ayudar en la prevencion de la enfermedad a continuacién a
la exposicién a una cepa heterdloga del virus de influenza equina.

La cepa heter6loga probada fue A/equino/2/Kentucky/98 [H3NS8] (obtenida de Tom Chambers, Universidad de
Kentucky). Ocho ponis de edades de 5 a 7 meses fueron probados para la eficacia del estudio. Estos caballos fueron
asignados a dos grupos, un grupo de 4 a ser vacunados y otro grupo de 4 para servir como no vacunados de control.
Los ponis fueron vacunados como se describi6 en el Ejemplo 8, en el dia 0.

Las observaciones clinicas fueron realizadas para los vacunados en el dia de estudio O (antes de la vacunacién
y 4 horas post vacunacion), asi como en los dias 1 a 8, 23, 30 a 50, y 57 post vacunacién. Los de control fueron
observados clinicamente en los dias 29 a 50 y 57. Las observaciones fueron realizadas y punteadas como se describid
en el Ejemplo 8.

El material de exposicidn, o sea, la cepa de influenza equina Kentucky/98, fue preparada pasando el virus aislado
dos veces en huevos. La inoculacién de cada caballo fue preparada por descongelacién de 0,5 ml del virus, entonces
diluyéndolo en 4,5 ml de solucién salina estéril tamponada con fosfato. La inoculacién fue administrada por nebuliza-
ci6én usando una mdscara para cada caballo individual en el dia 36 post vacunacién.

Los puntajes de las observaciones clinicas fueron sumados en cada dia para cada caballo, y los caballos fueron

clasificados de acuerdo al puntaje total acumulativo de los dias 1 a 9 post exposicion. Estos resultados son mostrados
en la Tabla 24.
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TABLA 24

Observacion de signos clinicos: puntajes totales, clasificados por puntaje

Grupo Identidad del cabestro Puntaje total* Dias 1 a 9 post exposicion
1- Vacunado 20 0
1- Vacunado 52 0
1- Vacunado 55 1
1- Vacunado 15 2
2- Control 61 21
2- Control 20 25
2- Control 7 26
2- Control 13 26
* Los puntajes totales representan la suma de los puntajes diarios (en la que los puntajes diarios igualan la suma de los puntajes
de tos, descarga nasal, respiracién, y depresién), son clasificados desde los puntajes menor (menos servero) y mayor (mas
severo)

Los resultados de la Tabla 24 muestran que los puntajes para los vacunados fueron entre 0 y 2, los cuales fueron
significativamente mds bajos que el puntaje para los de control, los cuales fueron entre 21 y 26.

Las temperaturas rectales fueron medidas diariamente comenzando 6 dias antes de la exposicién, y continuando

hasta 9 dias post exposicion. El dia O es el dia relativo a la exposicion. Los datos de los dias O hasta 9 fueron incluidos
en el andlisis. Los resultados son mostrados en la Tabla 25.

TABLA 25

Efecto de la exposicion sobre las temperaturas medias (°C) en caballos vacunados y de control

Dias post exposicién Control Vacunacién Diferencia

0 99,7 99,5 0,2
1 100,0 99,6 0,4
2 103,9 100,2 37
3 99,8 99,2 0,6
4 99,6 99,1 0,5
5 99,8 99,3 0,5
6 99,6 99,3 0.3
7 99,3 99,0 03
8 99,7 99,6 0.1
9 99,5 99,1 0,4

Las temperaturas de los caballos de control fueron mds altas que las temperaturas de los caballos vacunados en
todos los dias. La temperatura en los caballos de control fue significativamente mas alta en el dia 2.

Las torundas nasofaringeas fueron recolectadas en los dias 1 y 8, post exposicién, como se describi6 en el Ejemplo

3. Estas muestras fueron probadas para derramamiento de virus por un ensayo de infectividad de huevo como se
describi6 en el Ejemplo 1. Los resultados del ensayo son mostrados en la Tabla 26.
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TABLA 26

Derramamiento de virus post exposicion detectado por infectacion de huevos

Dia de estudio | 35 37 38 39 40 41 42 43 44
Dias post exposicion -1 1 2 3 4 5 6 7 8
Grupo Identidad No. Deteccion de virus* No. dias positivos por
caballo
Vacunados 16 0 2 0 3 3 0 2 1 0 5
50 0 0 0 0 0 1 0 0 0 4
52 0 0 3 3 2 2 0 0 0 4
55 0 2 3 1 3 0 0 0 0 4
No. de caballos positivos 0 2 2 3 3 2 1 1 0
por dia
Control 07 0 3 3 3 3 3 3 1 0 7
13 0 3 3 3 3 3 3 1 o] 7
20 0 2 3 3 3 3 3 1 0 7
61 0 3 3 3 3 3 3 2 0 7
No. de caballos positivos 0 4 4 4 4 4 4 4 0
por dia
*Los valores se refieren al numero de huevos probados positivos de 3 huevos probados por muestra. Para el andlisis estadistico, una
muestra fue considerada positiva al virus si al menos 1 huevo fue positivo por muestra.

Los resultados de la Tabla 26 muestran que el niimero de caballos positivos por dia fue mds alto para los de control
que para los vacunados. Adicionalmente, los caballos de control fueron positivos para mas dias que los vacunados.

Los puntajes de los signos clinicos relevantes a la influenza y las mediciones de temperatura objetiva ambos de-
mostraron diferencias significantes en el grupo de vacunados cuando se compard al grupo de control, esto muestra que
la vacuna confiere proteccion significante para la enfermedad causada por la cepa heteréloga Kentucky/98.

La habilidad de los caballos para derramar virus de influenza post exposicion fue también significantemente reduci-
da en los vacunados contra los de control en el niimero medio de dias de derramamiento por caballo. El derramamiento
disminuido por los vacunados es importante en que debe servir para disminuir el potencial a la exposicién de los ani-
males susceptibles al virus de tipo silvestre en una epidemia de influenza.

Sobre todo, los resultados de este estudio muestran que la vacuna seguramente confirié proteccién a la exposicion
heterl6loga para un aislamiento reciente y clinicamente relevante. Cuando los resultados de este estudio son vistos a
la Iuz de la proteccién previamente demostrada contra la exposicién con la cepa Euroasidtica (Ejemplo 9), hay clara
evidencia para apoyar la asercion de que esta vacuna viva modificada puede conferir proteccion contra la heteréloga
asi como a la infeccién de influenza equina homéloga.

Ejemplo 11

Este ejemplo describe la clonacién y secuenciacién de moléculas de acido nucleico proteinico de la influenza
equina M (matriz) por los virus de influenza equina adaptados en frio y de tipo silvestre.

A. Las moléculas de acido nucleico que codifican la proteina del virus de influenza equina adaptado en frio de
tipo silvestre M, fueron producidos como sigue. Un producto PCR que contiene un gen M equino fue producido por
amplificaciéon PCR del ADN del virus de influenza equina, y los cebadores w584 y w585, designados SEQ ID N°:
26, y SEQ ID N°: 27, respectivamente. Una molécula de dcido nucleico de 1023 nucledtidos, denominada neiy M g;3,
con una cadena codificante que tiene una secuencia de dcido nucleico designada SEQ ID N°: 1 fue producida por
amplificacion ulterior usando el producto PCR arriba descrito como una plantilla y clonada en un vector para clonar
pCR 2.1®TA, disponible de Invitrogen, Carlsbad, CA, usando los procediemientos convencionales recomendados por
el fabricante. Los cebadores usados fueron el cebador T7, designado por la SEQ ID N°: 29 y el cebador REV, designado
por la SEQ ID N°: 28. El plasmido de AND fue purificado usando un método de mini preparacién disponible de
Qiagen, Valencia, CA. Los productos PCR fueron preparados por secuenciacién usando un equipo PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, un equipo PRISM™ dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction, o un equipo PRISM™ BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, todos disponibles de PE
Applied Biosystems, Foster City, CA, siguiendo el protocolo del fabricante. Las condiciones especificas PCR usadas
con el equipo fueron una rampa rapida a 95°C, mantenida por 10 segundos seguida por una rampa rapida a 50°C con 5
segundos mantenidos entonces una rampa rapida a 60°C con 4 minutos mantenidos, repitiendo por 25 ciclos. Diferentes
conjuntos de cebadores fueron usados en diferentes reacciones: Los T7 y REV fueron usados en una reaccién; los w584
y w585 fueron usados en una segunda reaccién; y efM-al, designado SEQ ID N°: 31 y efM-sl, designado SEQ ID
N°: 30 fueron usados en una tercera reaccioén. Los productos PCR fueron purificados por precipitacién de cloruro de
etanol/magnesio. La secuenciacién automatizada de las muestras de AND fue realizada usando un ABI PRISM™
Modelo 377 con un Secuenciador de ADN con actualizacién XL, disponible de PE Applied Biosystems.
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La traduccion de la SEQ ID N°: 1 indica que la molécula de 4cido nucleico nei,Mq,; codifica una proteina M
de influenza equina de longitud total de alrededor de 252 aminodcidos, referidos aqui como Pei,M,s,, que tiene una
secuencia de amino acido SEQ ID N°: 2, asumiendo un marco de lectura abierto en el cual el codén de iniciacién se
extiende desde el nucleétido 25 hasta el nucledtido 28 de la SEQ ID N°: 1 y el codén de terminacién se extiende desde
el nucledtido 781 hasta el nucledtido 783 de la SEQ ID N°: 1. La regién codificante Pei,,M,s,, designada neiy,Mysq, y
que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 25 a 780 de la SEQ ID N°:1, es representada por la
SEQ ID N°:3.

La SEQ ID N° 1 y la SEQ ID N°: 3 representan la secuencia de consenso obtenida de dos moléculas de 4cido
nucleico de tipo silvestre, las cuales difieren en un nucleétido. El nucleétido 663 de nei, M;n3, 0 sea, el nucledtido
649 de nei, M54, fue adenina, mientras el nucledtido 663 de nei,,M,ns, O sea, el nucledtido 649 de nei,,Mysq, fue
guanina. La traduccién de estas secuencias no resulta en un cambio de aminodcido al aminoécido correspondiente;
ambas traducen a valina al residuo 221 en Pei,Ms,.

B. Una molécula de 4cido nucleico de 1023 nucledtidos que codifica un virus de influenza equina adaptado en frio
M, denominado nei.,; M;ny3, con una cadena codificante que tiene una secuencia desi@?nada SEQ ID N°: 4 fue producido
por amplificaciones PCR ulteriores y clonado en el vector de clonacién romo pCR® disponible de Invitrogen, usando
las condiciones recomendadas por el fabricante, y los cebadores T7 y REV. La purificacién de ADN plasmido y
el ciclo de secuenciacion fue descrito en el Ejemplo 11, parte A. La traduccién de la SEQ ID N°: 4 indica que la
molécula de 4cido nucleico nei.,; M3 codifica una longitud total de proteina M de influenza equina de alrededor de
252 aminoécidos, referida aqui como Pei.,;M,s,, que tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID N°: 5, asumiendo
un marco de lectura abierto en el cual el codén de iniciacion se extiende desde el nucledtido 25 hasta el nucleétido 28
de la SEQ ID N°: 4 y el codén de terminacion se extiende desde el nucledtido 781 hasta el nucle6tido 783 de la SEQ
ID N°: 4. La regioén codificante Pei.,; M,s,, designada nei.,; Mys6, y que tiene una cadena codificante que comprende los
nucledtidos 25 a 780 de la SEQ ID N°: 4, es representada por la SEQ ID N°: 6. La amplificacién PCR de una segunda
molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina M de influenza equina adaptada en frio en la misma manera
resulté en moléculas nei.,, M3, idénticas a nei., Mgs, ¥ nei.nMjisq, idénticas a nei . Myse.

C. La comparacién de las secuencias de dcido nucleico de las cadenas codificantes de nei,M,; (SEQ ID N°: 1)
y nei, Mg (SEQ ID N°: 4) por alineacién de ADN revela las siguientes diferencias: un cambio de G a T en la base
67, un cambio de C a T en la base 527, y un cambio de G a C en la base 886. La comparcion de las secuencias de
aminodcidos de las proteinas Pei,M,s, (SEQ ID N°: 2) y Pei,;M»s, (SEQ ID N°: 5) revela las siguientes diferencias:
un cambio de V a L en el aminoécido 23 que relaciona al cambio de G a T en la base 67 en las secuencias de ADN; y
un cambio de T a I en el aminodcido 187 que relaciona al cambio C a T en la base 527 en las secuencias de ADN.

Ejemplo 12

Este ejemplo describe la clonacién y secuenciacién de moléculas de acido nucleico proteinico de influenza HA
(hemaglutinina) por virus de tipo silvestre de influenza equina o adaptados en frio.

A. Las moléculas de 4cido nucleico que codifican proteinas HA de virus de influenza equina de tipo silvestre o
adaptados en frio fueron producidas como sigue. Un producto PCR que contiene un gen HA equino fue producido
por amplificacién PCR de ADN de virus de influenza equina y cebadores w578 y w579, designados SEQ ID N°: 32
y SEQ ID N°: 33, respectivamente. Una molécula de 4cido nucleico de 1762 nucleétidos que codifica una proteina
HA de tipo silvestre, denominada nei,HA 75, con una cadena codificante que tiene una secuencia de 4cido nucleico
designada SEQ ID N°: 7 fue producida por amplificacié PCR ulterior usando el producto PCR descrito arriba como una
plantilla y clonada en un vector de clonacién pCR 2.1®TA como se describié en el Ejemplo 11A. El ADN plasmido fue
purificado y secuenciado como en el Ejemplo 11A, excepto que los cebadores usados en los equipos de secuenciacion
fueron T7 o REV en un caso, o HA-1, designados SEQ ID N°: 34, y HA-2, designado SEQ ID N°: 35, en un segundo
caso.

La traduccién de la SEQ ID N°: 7 indica que la molécula de dcido nucleico nelthAlm codifica una proteina HA
de influenza equina de longitud total de alrededor de 565 aminodacidos, referida aqui como Pei,HAs4s, que tiene una
secuencia de aminoacidos SEQ ID N°: 8, asumiendo un marco de lectura abierto en el cual el codon de iniciacion
se extiende desde el nucledtido 30 hasta el nucledtido 33 de la SEQ ID N°: 7 y el codén de terminacién se extiende
desde el nucledtido 1725 hasta el nucledtido 1727 de la SEQ ID N°: 7. La regidn codificante Pei, HAsq;, designada
nei, HA 05, ¥ que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 30 a 1724 de la SEQ ID N 9 es
representada por la SEQ ID N°: 9.

B. Una molécula de 4cido nucleico de 1762 nucleétidos que codifica la proteina HA de un virus de influenza
equina adaptado en frio, denominado nei., HA -, con una cadena codificante que tiene una secuencia designada
SEQ ID N°: 10 fue producida como se describi6 en el Ejemplo 11B. La purificacién del ADN pldsmido y el ciclo
de secuenciacién fueron realizados como se describi6 en el Ejemplo 12, parte A. La traduccién de 1la SEQ ID N°: 10
indica que la molécula de acido nucleico nei.,;HA 7, codifica una proteina HA de influenza equina de longitud total
de alrededor de 565 aminodcidos, referida aqui como Pei.,; HAs4s, que tiene una secuencia de aminoacidos SEQ ID N°:
11, asumiendo un marco de lectura abierto en el cual el codén de iniciacion se extiende desde el nucledtido 30 hasta el
nucledtido 33 de la SEQ ID N°: 10 y el codén de terminacion se extiende desde el nucle6tido 1725 hasta el nucle6tido
1727 de 1a SEQ ID N°: 10. La regién codificante Pei,HAsqs, designada nei,HA 405, ¥ que tiene una cadena codificante
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que comprende los nucledtidos 30 a 1724 de 1a SEQ ID N°: 10 es representada por la SEQ ID N°: 12. La amplificacién
de una segunda molécula de dcido nucleico que codifica una proteina HA de influenza equina adaptada en frio en la
misma manera resulté en moléculas nei.,,HA 7, idénticas a nei.,;HA 7, y nei..o.HA g5, idénticas a nei., HA ¢05.

C. La comparacion de las secuencias de acido nucleico de las cadenas codificantes de nei,HA 75, (SEQ ID N°: 7)
y nei,, HA 76, (SEQ ID N°: 10) por alineaciéon de ADN revela las siguientes diferencias: un cambio de C a T en la
base 55, un cambio de G a A en la base 499, un cambio de G a A en la base 671, un cambio de C a T en la base 738,
un cambio de T a C en la base 805, un cambio de G a A en la base 1289, y un cambio de A a G en la base 1368. La
comparacion de las secuencias de aminodcidos de proteinas Pei,, HAsss (SEQ ID N°: 8) y Pei.,;HAs¢s (SEQ ID N°: 11)
revela las siguientes diferencias:

un cambio de P a L en el aminoacido 18 que se relaciona al cambio de C a L en la base 55 en las secuencias
de ADN; un cambio de G a E en el aminoécido 166 que se relaciona con el cambio de G a A en la base 499 en las
secuencias de ADN; un cambio de R a W en el aminoacido 246 que se relaciona con el cambio de C a T en la base
738 en las secuencias de ADN; un cambio de M a T en el aminodcido 268 que se relaciona con el cambio de T a C en
la base 805 en las secuencias de ADN; un cambio de K a E en el aminoacido 456 que se relaciona con el cambio de A
a G en la base 1368 en las secuencias de ADN. No hay cambio en la serina (S) en el residuo 223 que se relaciona con
el cambio de G a A en la base 671 en las secuencias de ADN.

Ejemplo 13

Este ejemplo describe la clonacién y secuenciacién de moléculas de dcido nucleico (ARN-ARN polimerasa diri-
gida) de la proteina de influenza equina PB2 que corresponde a la porcién terminal N de la proteina, por virus de tipo
silvestre de influenza equina o adaptados en frio.

A. Las moléculas de 4cido nucleico que codifican proteinas PB2-N de virus de influenza equina de tipo silvestre o
adaptados en frio fueron producidas como sigue. Un producto PCR que contiene una porcién terminal N del gen equino
PB2 fue producido por amplificacién PCR del ADN del virus de influenza equina, y los cebadores w570 y w571,
designados SEQ ID N°: 36 y SEQ ID N°: 37, respectivamente. Una molécula de 4cido nucleico de 1241 nucle6tidos
que codifican una proteina PB2-N de tipo silvestre denominada nei,PB2-N,4;, con una cadena codificante que tiene
una secuencia de dcido nucleico designada SEQ ID N°: 13 fue producida por amplificaciéon PCR ulterior usando el
producto PCR descrito arriba como una plantilla y clonado como se describi6 en el Ejemplo 11B. E1 ADN pldsmido
fue purificado y secuenciado como en el Ejemplo 11B, excepto que solamente los cebadores T7 y REV fueron usados
en los equipos de secuenciacion.

La traduccién de la SEQ ID N°: 13 indica que la molécula de acido nucleico nei,,PB2-N1,,, codifica una porcién
terminal N de proteina PB2 de influenza de alrededor de 404 aminoécidos, referida aqui como P,,PB2-N,, que tiene
una secuencia de aminoacidos SEQ ID N°: 14, que asume un marco de lectura abierto en el cual el codén de iniciacién
se extiende desde el nucledtido 28 hasta el nucleétido 30 de la SEQ ID N°: 13, y el codén de terminacion se extiende
desde el nucledtido 1237 hasta el nucleétido 1239. La regién codificante P, ,PB2-N,,, designada nei,PB2-Ni,14, vy
que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 28 a 1239 de la SEQ ID N°: 13 es representada por la
SEQ ID N°: 15.

B. Una molécula de 4cido nucleico de 1239 nucleétidos que codifica una porcién terminal N de la proteina PB2-N
de un virus de influenza equina PB2 adaptado en frio denominado nei., PB2-_N,4;, con una cadena codificante que
tiene una secuencia designada SEQ ID N°: 16 fue producido, y secuenciado como se describi6 en el Ejemplo 12, parte
A.

La traduccién de la SEQ ID N°: 16 indica que la molécula de 4cido nucleico nei.,PB2-N,4; codifica una porcién
terminal N de la proteina PB-2 de influenza equina de alrededor de 404 aminoécidos, referida aqui como P, PB2-Nyq,,
que tiene una secuencia de aminodcidos SEQ ID N°: 17, asumiendo un marco de lectura abierto en el cual el codén de
iniciacién se extiende desde el nucledtido 28 hasta el nucledtido 30 de la SEQ ID N°: 16, y el codén de terminacion se
extiende desde el nucle6tido 1237 hasta el nucleétido 1239.

La region codificante P, PB2-N,,, designada nei., PB2-N,,.4, y que tiene una cadena codificante que comprende
los nucle6tidos 28 a 1239 de 1la SEQ ID N°: 16, es representada por la SEQ ID N°: 18.

La amplificacién PCR de una segunda molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina PB2-N de influenza
equina adaptada en frio en la misma manera resulté en moléculas nei.,,PB2-_Nj,,;, idénticas a nei.,; PB2-_Niy;, y
nei,»PB2-_Nj, 4, idénticas a nei., PB2-44.

C. La comparacion de las secuencias de dcido nucleico de las cadenas codificantes de nei, PB2-N,,; (SEQ ID N°:
13) y nei., PB2-Nyyy; (SEQ ID N°: 16) por alineaciéon de ADN revela la siguiente diferencia: un cambiode Ta Cenla
base 370. La comparacidn de las secuencias de aminodcidos de las proteinas P,,PB2-_N, (SEQID N°: 14) y P, PB2-
Nuos (SEQ ID N°: 17) revela la siguiente diferencia: un cambio de Y a H en el aminodcido 124 que se relaciona al
cambio de T a C en la base 370 en la secuencia de ADN.
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Ejemplo 14

Este ejemplo describe la clonacién y secuenciacién de moléculas de 4cido nucleico (ARN-ARN polimerasa diri-
gida) de la proteina de influenza equina PB2 que corresponde a la porcién terminal C de la proteina, por virus de tipo
silvestre de influenza equina o adaptados en frio.

A. Las moléculas de 4cido nucleico que codifican proteinas PB2-C de virus de influenza equina de tipo silvestre o
adaptado en frio fueron producidas como sigue. Un producto PCR que contiene la porcién terminal C de un gen PB2
equino fue producido por amplificacién PCR usando ADN del virus de influenza equina y cebadores w572 y w573,
designados SEQ ID N°: 38 y SEQ ID N°: 39, respectivamente. Una molécula de 4dcido nucleico de 1233 nucleétidos
que codifica una proteina PB2-C de tipo silvestre, denominada nei,,PB2-C,5;, con una cadena codificante que tiene
una secuencia de dcido nucleico designada SEQ ID N°: 19 fue producida por amplificaciéon PCR ulterior usando el
producto PCR descrito arriba como una plantilla y clonado como se describié en el Ejemplo 11B. El ADN pldsmido
fue purificado y secuenciado como en el Ejemplo 11 A, excepto que cebadores diferentes fueron usados en los equipos
de secuenciacién. El T7 y REV fueron usados en una instancia; el efPB2-al, designado SEQ ID N°: 40 y el efPB2-
sl, designado SEQ ID N°: 41 fueron usados en otra instancia, y el efPB2-a2, designado SEQ ID N°: 42 y el efPB2-s2,
designado SEQ ID N°: 43 fueron usados en otra instancia.

La traduccién de la SEQ ID N°: 19 indica que la molécula de dcido nucleico nei,, PB2-C,,3; codifica la porcién
terminal C de la proteina PB2 de influenza de alrededor de 398 aminodcidos, referida aqui como P, PB2-C;g, que
tiene una secuencia de aminodcidos SEQ ID N°: 20, asumiendo un marco de lectura abierto que tiene un primer codén
que se extiende desde el nucleétido 3 hasta el nucledtido 5 y un codén de terminacién el cual se extiende desde
el nucleétido 1197 hasta el nucleétido 1199 de la SEQ ID N°: 19. Puesto que la SEQ ID N°: 19 es solamente una
secuencia de gen parcial, no contiene un codén de iniciacién. La regién codificante P, PB2-C;y4, designada nei,, PB2-
Ci194, ¥ que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 3 a 1196 de la SEQ ID N°: 19 es representada
por SEQ ID N°: 21.

La amplificacién PCR de una segunda molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina PB2-N de influenza
equina de tipo silvestre en la misma manera resulté en una molécula de 1232 nucleétidos denominados neiy, PB2-Nj 3.,
con una cadena codificante con una secuencia designada SEQ ID N°: 22. La nei,,PB2-N,3, es idéntica a nei,, PB2-
Ci233, €xcepto que neiy,, PB2-N,3, carece de un nucleétido en el terminal 5°. La traduccién de la SEQ ID N°: 22 indica
que la molécula de dcido nucleico nei,, PB2-C,3; también codifica la P, ,PB2-Cse (SEQ ID N°: 20), asumiendo una
marco de lectura abierto que tiene un primer codén el cual se extiende desde el nucleétido 2 hasta el nucleétido 4 y un
codén de terminacién que se extiende desde el nucledtido 1196 hasta el nucleétido 1198 de 1a SEQ ID N°: 22. Puesto
que la SEQ ID N°: 22 es solamente una secuencia de gen parcial, no contiene un codén de iniciacién. La molécula
de 4cido nucleico que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 2 a 1195 de la SEQ ID N°: 22,
denominada nei,,, PB2-C, o4, es idéntica a la SEQ ID N°: 21.

B. Una molécula de dcido nucleico de 1232 nucledtidos que codifica una porcién terminal C de proteina PB2 de
virus de influenza equina adaptado en frio denominado nei., PB2-C,3,, y que tiene una cadena codificante que tiene
una secuencia designada SEQ ID N°: 23 fue producida como se describié en el Ejemplo 14, parte A, excepto que el
vector de clonacién pCR®-romo fue usado.

La traduccién de la SEQ ID N°:23 indica que la molécula de dcido nucleico nei.,;PB2-C,,;, codifica una porcién
terminal C de la proteina PB-2 de influenza equina de alrededor de 398 aminidcidos, referida aqui como P_,;PB2-
Csgg, que tiene una secuencia de aminodcidos SEQ ID N°:24, asumiendo un marco de lectura abierto que tiene un
primer codon el cual se extiende desde el nucleétido 2 hasta el nucleétido 4 y un codén de terminacion que se extiende
desde el nucleétido 1196 hasta el nucleétido 1198 de la SEQ ID N°: 23. Puesto que la SEQ ID N°: 23 es solamente
una secuencia de gen parcial, no contiene un codén de iniciacién. La regiéon que codifica P ,;PB2-Cyy, designado
nei., PB2-C,,q4, que tiene una cadena codificante que comprende los nucleétidos 2 a 1195 de la SEQ ID N°: 23, es
representada por la SEQ ID N°: 25.

La amplificacién PCR de una segunda molécula de 4cido nucleico que codifica una proteina PB2-C de influenza
equina adaptada en frio en la misma manera resulté en moléculas nei.,,PB2-C,4;,, que contienen un nucleétido menos
en el terminal 3’ que la nei.,|PB2-N,4;; v la nei.,,PB2-N,,,4, idéntica a la nei., PB2-N, 4.

C. La comparacién de las secuencias de 4cido nucleico de la cadenas codificantes de neiy PB2-_Ci»;; (SEQ ID
N°: 19) y nei,, PB2-C,y, (SEQ ID N°: 23) por alineacién de ADN revela las siguientes diferencias: un cambio de la
base A a C en la base 153 de la SEQ ID N°: 19, y un cambio de la base G a A en la base 929 de la SEQ ID N°:19. La
comparacion de las secuencias de aminodcidos de las proteinas P, PB2-Cso (SEQ ID N°: 20) y P.,;PB2-305 (SEQ ID
N°: 24) revela la siguiente diferencia: un cambio de K a Q en el aminodcido 51 cuando se relaciona al cambio de base
A a Cen labase 153 en las secuencias de ADN. No hay cambio de amino4cido resultante del cambio de base de G a
A en la base 929.

Mientras varias realizaciones de la presente invencion han sido descritas en detalle, es aparente que las modifica-
ciones y adaptaciones de esas realizaciones ocurrirdn para aquellos expertos en la técnica. Es para ser expresamente
entendido, sin embargo, que tales modificaciones y adaptaciones estdn dentro del alcance de la presente invencion,
como se establece en adelante en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de influenza equina adaptado en frio que se replica en huevos enbrionados de gallina en un rango de
temperatura desde 26°C a 30°C.

2. Un virus de influenza equina A recatalogado que se replica en huevos embrionados de gallina en un rango de
temperatura de 26°C a 30°C, dicho virus recatalogado que comprende (a) al menos un segmento de genoma de un virus
de influenza equina donante generado por adaptacion en frio, dicho virus de influenza equina que tiene un fenotipo de
identificacion seleccionado entre el grupo que consta de adaptacién en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y atenuacion en el que dicho segmento de genoma de virus de influenza equina confiere al menos uno de
dichos fenotipos de identificacién a dicho virus recatalogado y (b) al menos un segmento de genoma de un virus de
influenza equina A que tiene hemaglutinina de identificacién y fenotipos de neuraminidasa.

3. Una composicion terapéutica para proteger un animal contra la enfermedad causada por un virus de influenza
A, que comprende un virus seleccionado entre un grupo que consta de: (a) un virus de influenza equina adaptado en
frio que se replica en huevos embrionados de gallina en un rango de temperatura de 26°C a 30°C; y (b) un virus de
influenza A recatalogado que se replica en huevos embrionados de gallina en un rango de temperatura de alrededor de
26°C hasta alrededor de 30°C, dicho virus recatalogado que comprende (1) al menos un segmento de genoma de un
virus de influenza equina generado por adaptacién en frio, dicho virus de influenza equina que tiene un fenotipo de
identificacién seleccionado entre un grupo que consta de adaptacién en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y atenuacion, en el que dicho segmento de genoma de virus de influenza equina confiere al menos uno de
dichos fenotipos de identificacion a dicho virus recatalogado y (2) al menos un segmento de genoma de un virus de
influenza equina A receptor que tiene hemaglutinina de identificacién y fenotipos de neuraminidasa.

4. El uso de una composicion terapéutica que comprende un virus seleccionado entre el grupo que consta de: (a) un
virus de influenza equina adaptado en frio que se replica en huevos embrionados de gallina en un rango de temperatura
de 26°C a 30°C; y (b) un virus de influenza A recatalogado que se replica en huevos embrionados de gallina en un rango
de temperatura de 26°C a 30°C, dicho virus recatalogado que comprende (1) al menos un segmento de genoma de un
virus de influenza equina generado por adaptacién en frio, dicho virus de influenza equina que tiene un fenotipo de
identificacidn seleccionado entre un grupo que consta de adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y atenuacion, en el que dicho segmento de genoma de virus de influenza equina confiere al menos uno de
dichos fenotipos de identificacién a dicho virus recatalogado y (2) al menos un segmento de genoma de un virus de
influenza equina A receptor que tiene hemaglutinina de identificacién y fenotipos de neuraminidasa, en la fabricacién
de un medicamento para proteger un animal contra la enfermedad causada por un virus de influenza A.

5. Un método para producir virus de influenza equina adaptado en frio que se replica en en huevos embrionados de
gallina a una temperatura en el rango de alrededor de 26°C hasta 30°C que comprende los pasos de:

(a) el pasaje de un virus de influenza equina de tipo silvestre; y
(b) la seleccion de los virus que crecen a una temperatura reducida.

6. Un método para producir un virus de influenza equina A recatalogado que se replica en huevos embrionados
de gallina en un rango de temperatura de 26°C a 30°C, dicho virus recatalogado que tiene al menos un segmento de
genoma de un virus de influenza equina generado por adaptacién en frio, dicho virus de influencia equina que tiene un
fenotipo de identificacion seleccionado entre un grupo que consta de adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura,
interferencia dominante, y atenuacion, que comprende los pasos de:

a) mezclar los segmentos de genoma de un virus de influenza equina donante con los segmentos de genoma
de un virus de influenza equina A; y

b) seleccionar un virus recatalogado que comprende (a) al menos un fenotipo de dicho virus de influenza
equina donante, en el que el dicho fenotipo es seleccionado entre un grupo que consta de adaptacion en frio,
sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y atenuacién; y (b) los fenotipos de hamaglutinina
y neuraminidasa de dicho virus de influenza equina A receptor.

7. Un método para propagar un virus de influenza equina que se replica en huevos embrionados de gallina en
un rango de temperatura de 26°C a 30°C que comprende un método seleccionado entre el grupo que consta de la
propagacion de dicho virus en huevos y la propagacion de dicho virus en células de cultivo de tejido.

8. Una molécula de dcido nucleico de influenza equina aislada, en la que dicha molécula de acido nucleico de
influenza equina es seleccionada del grupo que consta de las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 10, SEQ ID
N°: 12, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 18, SEQ ID N°: 23, y SEQ ID N°: 25, y una molécula de 4cido nucleico que
comprende una secuencia de dcido nucleico la cual es totalmente complementaria a cualquiera de las secuencias de
dcido nucleico.
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9. Una molécula de 4cido nucleico de influenza equina aislada, en la que dicha molécula de 4cido nucleico de
influenza equina codifica una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consta de las SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 17, y SEQ ID N°: 24.

10. Una proteina de influenza equina aislada, en la que dicha proteina de influenza equina comprende una secuencia
de aminoé4cidos seleccionada del grupo que consta de las SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 17, y SEQ ID
N°: 24.

11. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicién terapéutica de la reivindicacion 3, el uso de la reivindicacion 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio referido a las reivindicaciones 1,
3,4, 5,7 odicho virus de influenza A recatalogado referido a las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6, estd atenuado.

12. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacidn 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicion terapéutica de la reivindicacién 3, el uso de la reivindicacion 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio A referido a las reivindicaciones
1, 3, 4, 5, 7 o dicho virus de influenza A recatalogado referido a las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6, es sensible a la
temperatura.

13. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicion terapéutica de la reivindicacién 3, el uso de la reivindicacién 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio A referido a las reivindicaciones
1,3,4,5,7 o dicho virus de influenza A recatalogado referido a las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6, se replica en huevos
embrionados de gallina en un rango de temperatura de 26°C a 30°C, pero no forma placas en células de cultivo de
tejido a una temperatura de 39°C.

14. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicion terapéutica de la reivindicacién 3, el uso de la reivindicacién 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que un fenotipo que comprende una temperatura no permisiva de 39°C es conferido a
dicho virus de influenza equina adaptado en frio referido a las reivindicaciones 1, 3, 4, 5, 7 o dicho virus de influenza
equina recatalogado A referido en las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6, por al menos dos mutaciones en el genoma de dicho
virus, que comprende una primera mutacién y una segunda mutacion.

15. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, la composicién terapéutica de la reivindi-
cacion 3, el uso de la reivindicacién 4, o el método de la reivindicacion 7, en las que dicho virus de influenza equina
adaptado en frio comprende un fenotipo de interferencia dominante.

16. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, el virus de influenza recatalogado A de
la reivindicacién 2, la composicion terapéutica de la reivindicacion 3, el uso de la reivindicacion 4, o el método de
las reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio referido en las reivindica-
ciones 1, 3, 4, 5, 7 o dicho segmento de genoma referido en las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6 es derivado de la cepa
Alequino/Kentucky/1/91 (H3NS).

17. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacidn 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicion terapéutica de la reivindicacién 3, el uso de la reivindicacién 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio referido en las reivindicaciones
1, 3, 4, 5, 7 o dicho segmento de genoma referido en las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6 comprende el fenotipo de
identificacién de adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y atenuacién de un virus
seleccionado entre el grupo que consta de: EIV-P821, identificado por N° de acceso ATCC VR-2625; EIV-P824,
identificado por N° de acceso ATCC VR-2624; y MSV+35, identificado por N° de acceso ATCC VR-2627.

18. El virus de influenza equina adaptado en frio de la reivindicacién 1, el virus de influenza recatalogado A de la
reivindicacion 2, la composicién terapéutica de la reivindicacion 3, el uso de la reivindicacion 4, o el método de las
reivindicaciones 5, 6 o 7, en las que dicho virus de influenza equina adaptado en frio referido en las reivindicaciones
1, 3,4, 5,7 o dicho segmento de genoma referido en las reivindicaciones 2, 3, 4, o 6 es seleccionado entre el grupo
que consta de: EIV-P821, identificado por N° de acceso ATCC VR-2625; EIV-P824, identificado por N° de acceso
ATCC VR-2624; MSV+5, identificado por N° de acceso ATCC VR-2627; y la progenie la cual retiene los fenotipos de
identificacion de adaptacion en frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia dominante, y atenuacién de cualquiera
de dichos virus que tienen cualquiera de dichos nimeros de accesion.

19. El método de acuerdo a la reivindicacién 6, en la que dicho virus de influenza A receptor comprende los
fenotipos de hemaglutinina y neuraminidasa diferentes a aquellos de dicho virus de influenza equina donante, y en el
que dicho virus recatalogado comprende los fenotipos de hemaglutinina y neuraminidasa de dicho virus receptor.

20. La composicién terapéutica de acuerdo a la reivindicacion 3 o el uso de acuerdo a la reivindicacion 4, en las

que dicha composicién terapéutica o medicamento es para la administracién a dicho animal por una ruta que permitira
a los virus entrar en las células mucosas del tracto respiratorio superior.
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21. La composicién terapéutica de acuerdo a la reivindicacién 3 o el uso de acuerdo a la reivindicacién 4, en
las que dicha composicién terapéutica comprende un virus de influenza equina adaptado en frio, en el que dicha
enfermedad es causada por el virus de influenza equina, y en el que dicha composicion terapéutica es para administrar
profilacticamente a un équido, para despertar una respuesta inmune contra el virus de influenza equina en dicho équido.

22. La molécula de 4cido nucleico de acuerdo a la reivindicacion 8, en la que dicha molécula de dcido nucleico
codifica una proteina seleccionada de un grupo que consta de: una proteina M, dicha proteina M que tiene una secuen-
cia de aminodacidos que comprende la SEQ ID N°: 5; una proteina HA, dicha proteina HA que tiene una secuencia de
aminodcidos que comprende la SEQ ID N°: 11; una proteina PB2-N, dicha proteina PB2-N que tiene una secuencia de
aminodcidos que comprende la SEQ ID N°: 17; y una proteina PB2-C, dicha proteina PB2-C que tiene una secuencia
de aminoacidos que comprende la SEQ ID N°: 24.
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<400> 1
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gcaaaagcag gtagatattt aaag atg agt ctt ctg acc gag gtc gaa acy
Mer Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr

tac gee

Tyr val
10

cag aga
Gln Arg

ctc atg
Leu Met

gg9g att
Gly Ile

ctg cag
Leu Gln
TS

cca aac
Pro Asn
S0

gaa ata
Glu Ile

ggc gca
Gly Ala

gtg aca
val Thr

atc gct
Ile Ala
158

cte
Leu

ecre
Leu

gaa
Glu

cta
Lleu
60

cgt
Arg

aac
Asn

aca
Thr

cta
Leu

ace
Thr
140

gat

tee
Ser

gaa
Glu

tgg
Trp
4s

gga
Gly

aga

atg
Met

tte
Phe

gee
Ala
128

gaa
Clu

tec
Sex

aee
Ile

gar
Asp
30

cta

Leu

tee
Phe

¢ge
Arg

gac

cat
His
110
age

Ser

gtg
Val

cag
Gln

qta
val
15

qre
val

aag
Lys

gta
val

tet
Phe

aga
Axg
85

999
Gly

tgce
Cys

gca
Ala

cat
His

cca
Pro

(34
Phe

aca
Thr

tte
Phe

gtc
val
80

gca
Ala

gca
Ala

atg
Met

tet
Phe

cga
Arg
160

1
tca

Ser

gCcA
Ala

aga

acyg

85

caa
Gln

gta
val

aaa
Lys

gga
Gly

ggc
Cly
145

tcte
Ser

ggc
Gly

993
Gly

cca
Pro
-14]

cte
Leu

aat
Asn

aaa
Lys

gag
Glu

cte
Leu
130

ctg
Léu

cac

cece
Pro

aag
Lys
3s

ate
Xle

ace

gce
Ala

ckg
Leu

gtg
val
115

ata
Ile

gta
val

agg

ctc
Leu
20

aa¢
Asn

ctg
Leu

gtg
val

cte
Leu

tac
Ty
100

gca
Ala

tac

tgc
Cys

cag

His Arg Gln

5

aaa
Lys

ace
Thr

tca
Ser

cec
Pro

aget
Ser
85

agg

cte
Leu

aac
Asn

gce
Ala

atg
Met
165

gcc
Ala

gat
Asp

cect
Pro

agt
Sex
70

gga
Gly

aag
Lys

agce
Ser

aga
Axg

aca
Thy
150

gtg
val

gag ate geg

Glu

ctt
Leu

ctg
Leu
55

gag
Glu

aac
Asn

ctt
Leu

tat
Tyr

atg
Met
135

tgt
Cys

aca
Thx

Ile

gag
Glu
40

act
Thr

cga

gga
Gly

aaa
Lys

tce
Ser
120

gga
Gly

gaa
Glu

aca
The

Ala
as

gca
Ala

aaa
Lys

gga
Gly

gat
Asp
aga
105

act
Thr

act
Thrx

cag
Gln

acce

L3

99

147

1935

243

291

3139

43S

183

531
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aac
Asn
170

gect
aAla

gce
Ala

ace
Thx

cte

cga
Arg
250

cca
Pro

aaa
Lys

atg
Met

att
Ile

gaa
Glu
235

tte
Pha

tta
Leu

gece
Ala

gag
Glu

999
Gly
420

aat

aag
Lys

atc
Ile

atg
Met

gtt
val
205

acce
Thx

ttg

aga
Arg

gag
Glu
190

gct
Ala

cac
His

cag
Gln

cat
His
17s

cag

Gln

agt
Ser

cect
Pro

gce
Ala

ES 2 286 892 T3

gaa
Glu

atg
Met

aag
Lys

age
Serxr

tac

Tyr
240

AAcC
Asn

gca
Ala

gct
Ala

tce
Ser
a25

cag
Gln

aga

999
Gly

agg
Arg
210

agt

Sex

aaa
Lys

atg
Met

tcg
Ser
19§

cag

Gln

gce
Ala

<99
Arg

gta
val
180

agt

Ser

atg
Met

ggt
Gly

atg
Met

tta
Leu

gag
Glu

gtr
Xaa

ttg
Leu

gga
Gly
245

gcc
Ala

cag
Gln

cag
Gln

aia
Lys
230

gtg
val

agt
Ser

gca
Ala

gca
Ala
215

gat
Asp

caa
Gln

tgatccteote gttattgcag caagtatcat tgggatcttg

ace
Thr

gca
Ala
200

atg

Met

gat
Asp

atg
Met

cacttgatat tgtggattct tgatcgectt ttcttcaaat tcatttatcg tcogeccttaaa

tacgggttga aaagagggec ttctacggaa ggagtacctyg agtctatgag ggaagaatat

cggcaggaac agcagaatgc tgtggatgtt gacgarggte attttgtcaa catagagety

gagtaaaaaa ctaccttgete tet

<210>2
<211> 252
<212> PRT

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 2

Met Ser

3

Ser Gly

Ala Gly

Arg Pro

50

Thr Leu

65

Gln Asn

Leu

Pro

Lys

3s

1le

Ala

Leu Thr

5

Leu Lys

20

Asn Thr

Leu Ser

val Pro

Leu Ser

85

Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Val

10

acg 579

Thr

185

gag 627

Glu

aga 675

Arg

cte 723

Leu

cag 771

Gln
B20
880
940
1000
1023

Pro

15

Ala Glu Ile Ala Gln Arg Leu Glu Asp Val Phe

25

30

Asp Leu Glu Ala Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr

40

415

Pro Leu Thx Lys Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe

£33

60

Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val

70

75

80

Gly RAsn Gly Asp Pro Asn Asn Met Asp Arg Ala

90

85
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<210>3

Val
Lys
Gly

130

Gly
145

Sex

100

115

165

ES 2 286 892 T3

Lys Leu Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu 1lle Thr

105

Glu Val Ala Leu Sar Tyr Ser Thr Gly Ala Leu

120

138

150

Leu Ile Tyr Asn Arg Met Gly Thr Val Thr Thr

Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gln Ile Ala Asp

Phe

Ala

1258

Glu
140

Ser

155

His Arg Gin Met Val Thr Thr Thr Asn Pro Leu

170

Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr Thr Ala

180

Ala Gly Sex Ser Glu Gln Ala

195

Ala Arg Gln Met Xaa Gln Ala

210

215

185

Ala Glu Ala
200

Met Arg Thr

Ser Ser Ala Gly Leu Lys Asp Asp Leu Leu

225

230

Gln Lys Arxg Met Gly Val Gln Met Gln Arg
245

<211> 756
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 3

atgagtcttce
aaagccgaga
gcactcatgg
ggatccgtat
caaaatgecc
aggaagctta
actggtgcac

gaagtggcat

tctcacagge
ttagccagta

gaggccatgg

tgaccgaggt
tegcgeagag
aatggctaaa
tcacgctcac
ttaqgtqgqaaa
aaagagaaat
tagccagetg

ttggectggt

agatggtgac
ccacggetaa

aggttgctag

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgcecagt
cggagatcca
sacattccat
catgggactc

atgcgccaca

aacaaccaac
agccatggag

taaggctagg

250

grteteteta
gtctttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
aacaacatgg
ggggcaaaag
atatacaaca
tgtgaacaga
ccattaatca
cagatggcag

cagatggtre

Ile

His Gly Ala
110

Sexr Cys Met

val Ala Phe

Gln His Arg
160

Arg His Glu

175

Lys Ala Met Glu Gln Met

190

Met Glu Val Ala Ser Lys
205

Ile Gly Thr His Pro Ser

220

Glu Rsn Leu Gln Ala Tyr
240

235

Phe Lys

tcgtaccate
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
acagagecagt
aggtggcact
gaatgggaac

tcgetgatte

gacatgaaaa
ggtcgagtga

aggcaatgag

aggececcte
cgatcttgag
agggatttta
acgctetgte
aaaactgran
cagctattce
tgtgacaacc

ccagcatcga

cagaatggta
gcaggcagca

aaccattgyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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acccacccta getccagtge oggtttgaaa gatgatctce ttgaaaattt geaggectac 720

cagaaacgga tgggagtaca aatgcagega ttcaag

<210> 4
<211> 1023
<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N§

<220>
<221> CDS

<222> (25)..(780)

<400> 4

gcaaaagcag gtagatattt azag atg agt ctt ctg acc gag gtc gaa acg
Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr

tac
Tyr
10

cag
Gln

cte

gg99
Gly

ctg
Leu

cca
Pro
0

gaa
Glu

aat
Gly

gty

gtt
val

aga

atg
Met

att
Ile

cag
Gln
78

ata
I1le

gca
Ala

aca

cte
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

tta
Leu
60

cgt

aac

aca
Thr

cta
Leu

&ccC

tct ate
ser Ile

gaa gat
Glu Asp
10

tgg cta
Trp Leu
45

gga ttc
Gly Phe

aga cgc¢

atg gac
Met Asp

ttec cat
Phe His
110

gcc age
Ala Ser
1295

gaa gtg

tta
Leu
15

qte
val

aag
Lys

gta
val

1344
Phe

aga

Arg
95

999
Gly

tge
Cys

gca

cCd
Pro

tet
Phe

aca
Thr

tte
Phe

gte
Val
80

gca
Ala

gca
Ala

atg
Met

tte

!

ted
Ser

gca
Ala

aga
Arg

acg
65

caa
Gln

gta

val

Lys

Gly

gyc
Gly

gag
Gly

cea
Pro

S0
cte
Leu

aat
Asn

aaa
Lys

gag
Glu
ctce
130

ctg

tece
Pro

aag
Lys

35
atc
Ile

&acc

gcc
Ala

ctg

gtg
val
115

ata
Ile

gta

cte
Leu
20

aac

ctg
Leu

gtg
Val

ctt
Leu

tac
100

gca
Ala

tac

Tyx

tge

-]

aaa
Lys

ace
Thr

tca
Ser

ecc
Pro

agt
Ser
8s

agg

cte
Leu

aac
Asn

gce

gece gag ate

Ala

gat
Asp

cct
Pro

agt
Ser
70

gga
Gly

aag
Lys

age
Ser

aga

aca

Glu

ctt
Leu

ctg
Leu
SS

gag
Glu

aac
Asn

ctt
Leu

tat
Tyr

atg
Mat
135

Ile

gag
Glu
40

act

Thr

cga

gga
Gly

aaa
Lys

tee
Ser
120

gga
Gly

tgt gaa

gcg
Ala
25

gca

Ala

aaa
Lys

gga
Gly

gat
Asp

aga
Axg
105

act
Thr

act
Thr

cag

156

51

99

147

195

243

291

339

387

435

483
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val Thr Thr Glu Val Ala Phe Gly Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gln
140 145 150

atc gct gat tec cag cat cga tct cac agg cag atg gtg aca ata acc
Ile Ala Asp Ser Gln His Arg Ser His Arg Gln Met Vval Thr Ile Thr
1S5S 160 16S

aac cca tta atc aga cat gaa aac aga atg gta tta gcoc agt acc acyg

Asn Pro Leu Ile Arg His Glu Asn Arg Met val Leu Ala Ser Thr Thr

170 178 180 185

gct aaa gcc atg gag cag atg gca ggg tcg agt gag cag gca gca gag

Ala Lys Ala Mat Glu Gln Met Ala Gly Ser Ser Glu Gln Ala Ala Glu
1%0 195§ 200

gce atg gag gtt goct agt aag gct agg cag atg gta cag gca atg aga
Ala Met Glu Val Ala Ser Lys Ala Arg Gln Met Val Glin Ala Met Arg
205 210 215

4CcC att ggg acc cac cct age tce agt gce ggt ttg aaa gat gat cte
Thr Ile Gly Thr His Pro Ser Ser Ser Ala Gly Leu Lys Asp Asp Leu
220 225 230

ctt gaa aat ttg cayg gcc tac cag aaa cgg atg gga grg caa atg cag
Leu Glu Asn Leu Gln Ala Tyr Gln Lys Arg Met Gly Val Gln Met Gln

235 240 245
€ga ttc aag tgatcctctc gttattgcag caagtatcat tgggatcttg
Arg Phe Lys
250

cactrgatat tgtggattet tgatcgcctt ttcttcaaat tcatttatcg tcgecetaaa
tacggcttga aaagagggcc ttctacggaa ggagtacetg agtctatgag ggaagaatat

¢Jggcaggaac agcagaatgc tgtggatgtt gacgatggtc attttgtcaa catagagctg
gagtaaaaaa ctaccttgtt tct

<210>5

<211>252

<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 5
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Leu Pro
b 5 10 15

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

Ala Gly Lys Asn Thr Asp Leu Glu Ala Leu Met Glu Trp Leu Lys Thr
3s 40 45

Arg Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr Lys Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe
50 S5 60

Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val
65 70 75 80

531

$79

627

675

723

M

820

aso

940

1000

1023
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Gln

Val

Lys

Gly

Gly

145

Ser

Asn

Ser
225

Gin

<210> 6
<211> 756
<212> DNA

Asn

Lys

Glu

Leu

130

leu

His

Arg

Gly

Arg

210

Ser

Lys

Ala

Leu

Val

118

Ile

Val

Met

Ser

195

Gln

Ala

Arg

Leu

100

Ala

Tyr

Cys

Gln

val

180

Ser

Met

Gly

Met

Ser
8s
Arg

Leu

Asn

Met

165

Glu

val

Leu

Gly
245

ES 2 286 892 T3

Gly Asn Gly

Lys

Serx

Arg

Thr

150

val

Ala

Gln

Gln

Lys

230

val

<213> Virus de la influenza equina H3N8

Leu

Tyr

Met
13Ss

Cys

Thy

Ser

Ala

Ala

215

Asp

Gln

Lys

Ser

120

Gly

Glu

Ile

Thr

Ala

200

Met

Asp

Mat

Asp Pro Asn

Arg

108

Thr

Thr

Gln

Thr

18S

Glu

Arg

Leu

Gin

80

Glu

Gly

Val

Ile

Asn

17¢

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg
250

Ile

Ala

Thr

Ala

155

Pro

Lys

Met

Ila

Glu

235

Phe

Asn

Thr

Leu

140

Asp

Leu

Glu
Gly
220

Asn

Lys

Met

Phe

Ala

125

Glu

Ser

1lle

Met

val

20s

Thr

Leu

Asp

His

110

Ser

val

Gln

Glu
190
Ala

His

Gln

Ala

His

Ris

175

Gln

Ser

Pro

Ala

Ala

Ala

Met

Phe

Axg

160

Glu

Met

Lys

Ser

Tyr
240
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<400> 6

<210>7

atgagtcttc
aaagecgaga
gcactcacgg
ggattcgtat
caaaatgcce
aggaagctta
actggtgcac
gaagtggcat
tctcacagge

ttagccagta

gaggecatgg
acccacccta

cagaaacgga

<211> 1762
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>

<221> CDS
<222> (30)..(1724)

<400> 7

agcaaaagca ggggatattt ctgtcaate

cca
Pro

ctyg
Leu

ace

Thr

10
gce
Ala

aca
Thr
28

aca
Thr

gta
val

Lys

aca
Thr

tta gtt

val

cag
Gln

gtt
val

cta
Leu

gat
Asp
75

tgaccgaggt
tcgegcagag
aatggctaaa
tcacgcteac
ttagtggaaa
aaagagaaat
tagccagcerg
ttggectggt
agatggtgac
ccacggctaa
aggttgctag
gcteraytyge

tgggagtgca

catl
His

tgy
Trp

tea
Leu

tgt
Cyec

yte tav
Val Tyr

ctg gga
Leu GCly

ES 2 286 892 T3

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgeccagt
cggagatcca
aacattccat
catgggactc
atgegecaca
aataaccaac
agccatggag
taaggctagy

cyytiilygaaa
aatgcagcga

aygt
Ser

15
cac
His

30

ata
Ile

act
Thr
45

agc
Ser
60

gg9a

att
Ile

aga

gat gac
ASp Asp

tca
Ser lle

Caa
Gln

ata ggg

Gly

aca

atg
Met

Caa
Gln

cat
His

ate
Ile

aaa
Lys
65

tta

gttctctcta
gtctttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
sacaacatgg
ggggcaaaag
atatacaaca
tgtgaacaga
Ccattaatca
cagatggcag
Cagatggtac
ydtyatetee

ttcaag

aag aca

Lys

adt
Asn

cCa
Pro

20
gca
Ala

gta
Val
35

gtg
val

gag
Glu
50

ata
lle

tgce
Cys

ata

tcttaccatce
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
acagagcagt
aggtggcact
gaatgggaac
tegetgatte
gacatgaaaa
ggtcgagtga
aggcaatgag

ttyandutet

att
Ile

acc att

Ile

acc agt

Ser

gge
Gly

gca
Ala

aat
Asn

aca
Thr

aat
Asn

gct

aac
Asn

aac
Asn

tca

70

gga aca
Gly Thr

Ala Thr

aggceccccete
cgatcttgag
agggattita
acgeetrgre
aaaactgtac
cagctattce
tgtgacaacc
ccagcatega
cagaatggta
gcaggcagca
aaccattggg

gcaggcetac

ata
Ile

ttg
Leu

aac
Asn

aac
Asn

ttg
Leau
40

act gaa
Glu

58

tat aga

Ser Tyr Arg

aat tge
Gly Arg Asn Cys

Thr
80

Leu

Ile

gat
Asp

gca
Ala

atg
Met
RS

cta gga gac
Leu Gly Asp

60

120
18qQ
240
300
360
420
480
540
600
660

720
756

s3

101

149

197

245

293
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ccc cac tgt gat
Pro His Cys Asp
S0

aga agc agc get
Arg Ser Sar Ala
105

gca teg ctc cgy
Ala Ser Leu Arg

gca gag gga ttc
Ala Glu Gly Phe

140

tCC tgc aaa agg
Ser Cys Lys Arg
158

cta aca gaa tct
Leu Thr Glu Ser
170

RAC aat aaa aat
Asn Asn Lys Asn
188

agc tca aac aaa
sexr Sex Asn Lys

gta aca gtc tca aca aaa aga
Vval Thr Val Ser Thr Lys Arg

gtc
val

[4 4~
Phe

tce
Ser
125

aca

Thr

gga
Gly

gga
Gly

tte
Phe

gag
Glu

(434
Phe

agce
Ser
110

att
Ile

tgg
Trp

tca
Ser

aac

gac
Asp
190

cag
Gln

205

220

gga tct aga ccg cgg gtc agg
Gly Ser Arg Pro Arg Val Arg

23S

tgg acc att gta aaa cct gga
Trp Thr Ile Val Lys Pro Gly

250

ES 2 286 892 T3

cag
Gln
95

agt
Ser

gta
val

aca
Thr

gcc
Ala

tct
Ser
175

Lys

aca
Thr

tat
Tyr

tge
Cys

gca
Ala

got
Gly

gat
160

tac

cta
Leu

aaa
Lya

gag aat tgg gac ctc
Glu Asn Trp Asp Leu

tac cca tat gac atc
Tyr Pro Tyr Asp lle

tce tca gga aca ttg
Ser Ser Gly Thr lLeu

100

115

130

gtc act caa aac gga
val Thr Gln Asn Gly

145

agt ttc ttt agc cga
Ser Phe Phe Ser Arg

cce aca ttg aar geg
Pro Thr Leu Asn Val

tac atc tgg 9g9g att
Tyr 1le Trp Gly Ile

ttg tac atc caa gaa
Leu Tyr Ile Gln Glu

agt caa
Sar Gln

22%

ggt caa
gly Gln

240

255

gat atc
Asp Ile

tte
Phe

cct
Pro

gaa
Glu

aga
Arg

ata gaa
Ile Glu

gac tat
Asp Tyr

120

tLe aca
Phe Thr

13S

150

165

180

195

210

caa aca ata
Gla Thz Ils

tca ggc agyg
Ser Gly Arg

cta atg ata
Leu Met Ile
260

ate
Ile

ata
Ile
245

aac
Asn

ctg
Leu

aca
Thr

cat
His

teg
Ser

cct
230
agc

Ser

agt
Ser

agt gga
Ser Gly

aat tgg

atg ceot
Met Pro

cac ccg
His Pro

200

9ga cga
Gly Axg

218

aac atc
Asn 1lc

ata tac
Ile Tyr

aat ggc
Asn Gly

aac tta gtt gca ccg cgg gga tat ttt aaa ttg aaa aca ggg aaa agc
Asn Leu Val Ala Pro Arg Gly Tyr Phe Lys Leu Lys Thr Gly Lys Ser

265

270

275

280

tct gta atg aga tca gat gca ccc ata gac att tgt gtg tct gaa tge
Ser Val Met Arg Ser Asp Ala Pro Ile Asp Ile Cys Val Ser Glu Cys
290

285

298

Akt aca ¢&cA aat gga age atc ccc aac gac aaa cca ttt caa aat gtg
Ile Thr Pro Asn Gly Ser Ile Pro Asn Asp Lys Pro Phe Gln Asn Val
310

300

308

aac aaa gtt aca tat gga aaa tgc cCcC aag tat ate agg caa aac act
Asn Lys Val Thr Tyr Gly Lys Cys Pro Lys Tyr Ile Arg Gln Asn Thr
32s

315

320

4l

389

437

485

533

se1

629

€77

725

273

821

869

917

965

1013
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tta aag
Lau Lys
330

gga atc
Gly Ile
345

ctg
Leu

tee
Phe

atg gtt
Met Val

gat
Asp

gga caa
Gly Gln

gct
Ala

aat gga
Asn Gly

aaa
Lys

395

g4y
Glu

caa ata
Gln Ile

410
gag aag tat
Glu Lys
425

gaa ttg
Glu Leu

ctg
Leu

gca gaa
Ala Glu

atg
Met

aac gcg
Asn Ala

gaa
Glu
475

gat aat

Asp Asn
490

gca
Ala

ata tac aga

Ila Tyr Arg
505

gag ttg aas
Glu Leu Lys

ata teca rge
Ile Ser Cys

gct tge caa
Ala Cys Gln
555

gcc
Ala

act ggg
Thr Gly

gca ata
Ala lle
350

gga
Gly

tat
Tyx

999 tag
Gly

365

gca
Ala
380

cta
Leu

gat
hsp

tta aac

AsSn

tte
Phe

aag
Lys

gaa
Glu

gta
val

gaa
Glu

gac
Asp
4130
gct cta
Ala
445

gty
val

aat aaa

Lys

tta
Leu
460

gac
Asp

atg
Hec

gga
Gly

tge
cys

att
Ile

gga
Gly

gat
Asp

gaa
Glu

gca
Ala
510

tca
Ser

ggc tac

Gly TyT
525

eee
Phe
540

tea Ate
Leu Ile

aaa gg¢ aac
Lys Gly Asn

ES 2 286 892 T3

atg agg
Met Arg
335

gcg
Ala

gga
Gly

tte
Phe

qgqa
Gly

aag
Lys

agce
Ser

att
Ile

gtg
Val

400
daa
Glu

tea
Serx
415

acc
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys

aat
Asn

tte
Phe

qag
Glu

gqt
Gly

gga
Gly
480

ata
Ile

tca
Ser
49%

tta
Leu

aac

aaa
Lys

gat
Asp

tge gtt
Cys Val

atc aga

Ile Axg
560

gatagttaaa aacacccttg tttetact

aat
Asn

tte
Phe

Rry

act
385

gaa
Glu

gta
val

ata
Ile

caa
Gln

aag
Lys
465

tgt
Cys

aga
Arg

aac

tgg
cp

gtt
val
545

tgc
cys

10

gta
Val

ata
Ile
tat
370

caa
Gln

gaa
Glu

gac
Asp

cat
His
450

ace

tte
Phe

aat
Asn

€399

ata
Ile
530

cta
Leu

aac
Asn

cca gaa
Pro Glu
340

gaa aac
Glu Asn
35S

caa aac
Gln Asa

gca gcc
Ala Ala

acc aat
Thr Aen

999 agg
Qly Arg
420

cta tgg
Leu Trp
43S

aca att
Thr Ile

aga cgc
Arg Arg

aag ata
Lys Ile

gg99 aca
Gly Thr
500

ttt caa
Phe Gln
518

ctg tgg
Leu Trp

ttg qgt
Leu Gly

att tge
Ile Cys

aag
Lys

ggce
Gly

tcg
Serx

ate
Ile

gag
Glu

405
atc
Ile

tce
Ser

gac
Asp

cag
Gln
tac
485

tat

atc
Ile

att
Ile

tte
Phe

ate
Ile
565

caa
Gln

atc
Ile

aga

Arg

tgg
Trp

gaa
Glu

gga
Gly
360

gaa
Glu

aca
Thr

gga
Gly
378

atc
Ile

gac cag
Gln

3%0

Ada
Lyo

tte
Phe

cat
His

cag
Gln

gac
Asp

ttg
Leu

tac aat gca
Ala

440

tta
Leu

aca
Thr
455

gat
Asp

tta
Leu
470

aga
Arg

gaa
Glu

cac
His

aaa
Lys

tgt
Cys

cat
His

tac

Tyx

gac
Asp

aaa
Lys

ggt
Gly

gtt
val
520

tca
Ser

tte
Phe
535

gee
Ala

att
Ile
550

atg tgg
Met Trp

tgagtasact

1061

1109

1157

1205

1253

1301

1349

1397

1445

1493

1541

1589

16137

1688

1734

1762
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<210> 8
<211> 565
<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 8

Gln

His

[le

Lys

65

Leu

Glu

Ser

val
145

Ser

Leu

Gln
225

Lys

Asn

Ala

Glu

S0

Ile

Ile

Asn

Pro

Ser

130

Thr

Phe

Thr

Ile

210

Gln

Thr

Pro

val

35

val

Cys

ASp

Trp

115

Gly

Gln

Phe

Leu

Trp

195

Ile

Thx

Thr

Thr

Ala

Thr

Asn

Ala

Azp

100

Asp

Asn

Ser

Asn

180

Gly

Ile

Ser

Asn
Met

BS
Ty
Ile
Leu
Gly
Arg
168

val

Ile

Gln Glu

1le

Ile

ES 2 286 892 T3

Ile

Gly

Gly

Ala

Ser

70

Leu

Phe

Pro

Glu

Arg

150

Leu

His

Ser

Pro
230

Leu Ile

Asn Asn

Thr Leu
40

Thr Glu
13

Tyr Arg

Gly Rsp

Ile GQlu
Asp Tyr
120

Phe Thr
138

Ser Gly

Asn Trp

Met Pro

His Pro
200

Gly Arg
215

Pro

Thr

25

Val

Leu

val

Pro

105

Ala

Ala

Ser

Leu

Asn

185

Serx

Val

Asn Ile Gly

11

Leu

10

Ala

Lys

Val

Leu

His

90

Sex

Sear

Glu

Cys

170

Asn

Ser

Thr

Ser

Thrx

Thry

Thr

Gln

Asp

715

Cys

Ser

Leu

Gly

Lys

158§

Glu

Lys

Asn

val

Arg
235

Leu
Ile
Ser

60

Gly

Asp

Arg
Phe
140
Arg
Ser
Asn
Lys
Ser

220

Pro

Trp

Thr

45

Ile

Arg

val

Phe

Ser

128

Gly

Gly

Phe

Glu

208

Thr

val
Leu
30

Asp

Sar

Phe
Sev
110

Ile

Trp

Sey

Asn

Asp

180

Gln

Lys

Tyr Ser

Gly His

Asp Gln

1le Gly

Cys Thr
80

Gln Tyr
9S

Ser Cys

vVal Ala

Thr Gly

Ala Asp
160

Ser Tyr
175
Lys Leu

Thr Lys

Arg Sex

val Arg Gly

240
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Gln

Ile

Phe

Ile

Asn
305

Pro

Phe

Arg

Thr

385

Glu

Val

Ila

Gln

Lys

465

Cys

ES 2 286 892 T3

Ser Gly Axrg Ile Ser Ile Tyr Trp Thr Ile val

245

250

Leu Met lle Asn Ser Asn Gly Asn Leu Val Ala

260

265

Lys Leu Lys Thr Gly Lys Ser Ser Val Met Arg

275

280

Asp Iles Cys Val Ser Glu Cys Ile Thr Pro Asn

290

295

300

Asp Lys Pro Phe Gln Asn Val Asn Lys Val Thr

310

Lys Tyr lle Arg Gln
328

Val Pro Glu Lys Gln
340

Ile Glu Asn Gly Txp
3ss

Tyr Gln Asn Ser Glu
370

Gin Ala Ala Ile Asp
390

Arg Thr Asn Glu lLys
405

Glu Gly Axrg Ile Gln
420

Asp Lau Trp Ser Tyx
435

His Thr Ile Asp Leu
450

Thr Arxg Arg Gln Leu
470

Phe Lys Ile Tyr His
488

Asn Thr Leu
Ile Arg Gly
345

Glu Gly Met
360

Gly Thr Gly
378

Gln Ile Asn

Phe His Gln

Asp Leu Glu
425

Asn Ala Glu
440

Thr Asp Ala
4SS
Arg Glu Asn

Lys Cys Asp

12

315

Lys Leu Ala
330

Ile Phe Gly
Val Asp Gly
Gln Ala Ala

aso0

Gly Lys Lau
395

Ile Glu Lys
410

Lys Tyr val
Leu Leu val
Glu Met Asn

460

Ala Glu Asp
475

Asn Ala Cys
490

Lys Pro

Pro Arg
270

Ser Asp
285

Gly Ser

Tyx Gly

Thr Gly

Ala Ile
350

Trp Tyr
365

Asp Leu

ASn Arg

Glu Phe

Glu Asp
430

Ala Lew
445
Lys Leu

Met Gly

Ile Gly

Gly Asp
255

Gly Tyr

Ala Pro

1le Pro

Lys Cys
320

Met Arg
335

Ala Gly

Gly Phe

Lys Ser

val 1le
400

Ser Glu
415

Thxr Lys

Lys Asn

Phe Glu

Gly Gly

480

Ser Ile
49%
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<210>9

ES 2 286 892 T3

Axrg Asn Gly Thr Tyr Asp His Tyr Ile Tyr Arg Asp Glu

Asn Arg Phe Gln Ile Lys Gly Val Glu Leu Lys Ser Gly

Trp Ile Leu Trp Ile Ser Phe Ala Ile Ser Cys Phe Leu

530

Val Leu Leu Gly Phe Ile Met Trp Ala Cys Gln Lys Gly

545

500

s518%

$05

520

$3S

110

Cys Asn Ile Cys Ile
565

<211> 1695
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 9

atgaagacaa
agtggcaaca

gtaaaaacaa

atttcaatag
ttaatagatg
ctcttcatag
gcatcgctee
acatggacag
agtttcttta
gtgacaatgc
agctcaaaca
acaaaaagaa

caatcaggca

ccactateet
acacagcecac

taactgatga

ggaaaatatg
caargetagg
aaagaagcag
ggtccattgt
gtgtcactca
gccgactgaa
Ctaacaataa
aagagcagac
gtcaacaaac

ggataagcat

gataccactg
attatgtctg

ccaaattgag

caacaactea
AQACCCCCAT
cgetttcage
agcatcctca
aaacggaaga
ttggctaaca
aaatttcgac
aaaattgtac
aataatccect

atactggace

acccattggg
ggacaccatg

gtgacaaatg

tatagagtte
tgtgatgtct
agttgctacc
ggaacattgg
agtggatect
gaatctggaa
aaactataca
atccaagaat
aacatcggat

attgtaaaac

13

525

sS40

555

tctacagtca
cagtagcaaa

ctactgaatt

tagatagaag
ttcagtatga
catatgacat
aattcacagc
gcaaaacggg
actcttaccee
tctgggggat
cgggacgagt
ctagaccgeg

ctggagatat

Ala Leu Asn

510

Tyxr Lys Asp

Ile Cys Val

Asn Ile Arg
$60

aaacccaace
tggaacattg

agttcagagc

aaattgcaca
gaattgggac
ccctgactat
agagggattc
atcagccgat
cacattgaat
tcatcacceyg
*acagtctea

ggtcaggggt

cctaatgata

60
220

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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aacagtaatyg
rctgtaatga
ggaagcatce
cccaagtata
sagcaaatcea
atggttgatg
gatctaaaga
gaaaggacca
atccaggact
gaattgetgy
aaattatteg
tgtttcaaga
tatgaccatt
gagttgaaat
ttaatttgcyg

tgcaacattt

gcaacttagt
gatcagatge
ccaacgacaa
tcaggcaaaa
gaggaatctt
ggtggtatgg
gecactcaage
atgagaaatt
tggagaagta
tggetcraaa
agaagactag
tataccacaa
acatatacag
caggctacaa
ctgttctate

gcatt

ES 2 286 892 T3

tgcaccgegyg
acccatagac
accatttcaa
cactttaaag
tggagcaata
attccgatat
agccatcgace
ccatcaaata
tgtagaagac
aaatcaacat
acgccagtta
atgtgataat
agatgaagca
agattggata

gggtttcatt

<210> 10

<211> 1762

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS
<222> (30)..(1724)

<400> 10

ggatatttta
atttgtgtge
aatgtgaaca
ctggccactyg
gegggattca
caaaactcgg
cagatcaatg
gagaaggaat
accaaaatag
acaattgace
agagaaaacqg
gcatgcattg
ttaaacaacc
ctgtggattt

atgtgggctt

aattgaaaac
ctgaatgtat
aagttacata
ggatgaggaa
tagaaaacgg
aaggaacagg
gaaaattaaa
tctcagaagt
acctatggtc
taacagatgc
cggaagacat
gatcaataag
ggtttcaaag
cattcegecat

gccaaaaagqg

agggaaaagc
tacaccaaat
tggaaaatge
tgtaccagaa
ctgggaagga
acaagctgea
cagagtgatt
agaagggagg
ctacaatgeca
agaaatgaat
gygaggtgga
aaatgggaca
caaaggrget
atcatgcette

caacatcaga

agcaaaagca ggggatattt ctgtcaatc atg aag acs acc att att ttg ata
Met Lys Thr Thr Ile Ile Leu Ile

1

5

cta ¢tg acl CaAt Tg gt TAC agrt CAA AAC €S8 ACE AJt gygc ade aac

14

840

900

960

1020

080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

19690

1620

1680

1695

53

101
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Leu

did
Thr
25

gta

val

tta

gtt
val

cCce
Pro

aga
Arg
105

gca

Ala

gca
Ala

tce
Ser

cta

aac
Asn
185

age

Ser Ser Asn Lys Glu Gln Thr Lys Leu Tyr Ile Gln Glu Ser Gly Arg

gta aca gtc tca aca aaa aga agt caa caa aca ata arc cct aac atce
Va) Thr Val Ser Thr Lys Arqg Ser Gln Glan Thr Ile Ile Pxo Asn Ile

Leu
10

yee
Ala

aaa
Lys

get
val

cta
Leu

cac
Kig
90

age

Ser

teg
Ser

gag
Glu

tgc
Cys

aca
Thr
170

aat
Asn

tca

Thr

acd
Thr

aca
Thr

cag
Gln

gat
Asp
15

tgt

age
Ser

cte
Leu

gga
Gly

aaa
Lys
158

gaa

Glu

aaa
Lys

His

ttd
Leu

ata
Ile

age
Ser
60

gga
Gly

gat
Asp

get
Ala

Arg

tte
Phe
140

agg

tce
Ser

aat
Asn

Trp

Lyt
Cys

act
Thr
45

att
lle

aga
Arg

gtce
val

ttc
Phe

tece
Ser
125

aca
Thr

gaa
Glu

gga
Gly

tte
Phe

aaa gag

220

205

Vval

cty
Leu
30

gat
Asp

tca
Ser

aat

tee
Pha

agc
Serx
110

att
Ile

tgg
Trp

tca
Ser

aac
Asn

gac
ABp
190

cag

ES 2 286 892 T3

Tyr
1S

gga
Gly

gac
Asp

ata
Ile

tgc
Cys

cag
Gln
9s

agt

Ser

gta
val

aca

gce
Ala

tet
Ser

175

aaa
Lys

aca

Ser

cac
His

caa
Gln

999
Gly

aca
Thr
80

tat

tgce
Cys

gca
Ala

ggt
Gly

gat
160

tac

cta
Leu

Gln

cat
His

att
Ile

aaa
Lys

65
tta
Leu

gag
Glu

tac

Tyr

tce
Ser

gte
val
145

agt

Ser

cec
Pro

tac

Tyx

ttg

225

15

Asn

gca
Ala

gag
Glu
so

ata
Ile

ata
Ile

aat
Asn

cca
Pro

tca
Ser
130

act
Thr

tee
Phe

aca
Thr

atc
Ile

tac

2106

Pro

gta
val
3s

gtg
val

tge
Cys

gat
Asp

tgg
Tzp
tat

118§
gga
Gly

caa
Gln

14414
Phe

ttg
Leu

tgg
Trp
195

atc

Thr
20

gca
Ala

aca
Thr

aac
Asn

gca
Ala

gac
Asp
100

gac

Asp

aca
Thr

aac
Asn

age
Ser

aat
Asn
180

S99
Gly

caa

Ser

aat
Asn

aat
Asn

aac

atg
Meat

85
ctc
eu

ate
Ile

teg
Leu

gg9a
Gly

cga

165

gtg
val

att
Ile

gaa

Gly

gga
Gly

gct
Ala

tca
Ser
70

cta

Leu

tte
Phe

cct
Pro

gaa
Glu

aga
Arg
150

ctg
Leu

aca
Thr

cat
His

tca

Asn

aca
Thr

act
Thr
3]

tat

gga
Gly

ata
Ile

gac
Asp

tce
Phe
138

agt

Ser

aat

atg
Met

cac
His

gga

Asn

teg
Leu
40

gaa

Glu

aga
Arg

gac
Asp

gaa
Glu

tat
Tyr
120

aca

Thr

gga
Gly

tgg

cet
Pro

ccg
Pro
200

cga

218

230

149

197

245

293

4

389

437

485

5§33

581

629

677

725
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gga
Gly

tgg
Txp
aac
265
teL

Ser

ace
Ile

aac
Asn

tta

gga
Gly
345

atg

Met

gga
CGly

aat
Asn

AsSn

caa
Gln

gag
Glu
428

gaa
Glu

tct
ser

ace
Thr
250

tta
Leu

gta
Val

AcA

aaa
Lys

aag
Lys
330

atc
Ile

gttt
val

caa
Glan

gga
Gly

Gly

ata
Ile
410

aag

Lys

ttg
Leu

aga
235
att

Ile

gtt
Val

atg
Met

&ca
Pro

gtt
val
a1s

ctg

Leu

tte
Phe

gat

gct
Ala

aaa
Lys

Lys
395

gag
Glu

tat
Tyr

ctg
Leu

ccg
Pro

gta
val

gca
Ala

aga
Arg

aat
Asn
300

aca

Thr

gce
Ala

gga
Gly

999
Gly

gca
Ala
380

tta
Lau

Leu

aag
Lys

gta
Val

gtg
Val

cgg
Arg

aaa
Lys

ccg
Pro

teca
Ser
285

gga
Gly

tat
Tyx

act
Thr

gca
Ala
tag
365
gat

Asp

aac
AsSD

Asn

gaa
Glu

gaa
Glu

gect
Ala
445

gtc
Val

cct
Pro

€93
Axg
270

gat

agc
Ser

gga
Gly

999
Gly

ata
Ile
350

tat

cta
Leu

aga

Arg

tee
Phe

gac
Asp
430

cta
Leu

ES 2 286 892 T3

agg
Arg

gga
Gly
255

gga
Gly

gca
Ala

atc
Ile

aaa
Lys

atg
Met

33s

qcg
Ala

qga
Gly

aag
Lys

gtg
Val

val

teca
Ser
415

ace

Thr

gaa
Glu

ggt caa tca ggc
Gly Gln Ser Gly
240

gat atc cta atg
Asp Ile Leu Met

tat ttt aaa ttg

Tyr Phe Lys Leu
275

cce ata gac att
Pro Ile Asgp Ile
230

cce aac gac aaa
Pro Asn Asp Lys
308

tgc ccc aag tat

Cys Pro Lys Tyr
320

agg aat gta cca
Arg Asn Val Pro

gga ttce ata gaa
Gly Phe Ile Glu
355

ttc cga tat caa
fhe Arg Tyr Gln
370

agce act caa gca
Ser Thr Gln Ala
3ss

att gaa agg acc

agg
Arg

ata
Ile
260

aaa

Lys

tgt
Cys

cea
Pro

ate
Ile

gaa
Glu
340

aac
Asn

aac
Asa

gce
Ala

aat

ata
Ile
245

aac
Asn

aca

gty
val

ttt
Fhe

agg
Arg
32s

aag
Lys

ggc
Gly

teg
Ser

ate
Ile

gag

Ile Clu Arg Thr Acn Glu

Ile Glu Arg Thr
400

gaa gta gaa ggg

Asn

aga

Glu Val Glu Gly Arxg

aaa ata gac cta
Lys Ile Asp Leu
435

aac caa cat aca

Asn Gln His Thr
450

16

420

tgg
Trp

act
lle

Glu
408

ate

Ile

tee
Serx

gac
Asp

age
Ser

agt
Ser

999
Gly

tet
Ser

caa
Gln
310

caa

Gln

caa
Gln

tgg
TP

gha
Glu

gac
Asp
3%0

aaa
Lyo

Lys

cag
Gln

cagc
Tyr

tta
Leu

ata
Ile

aat
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu
298

adt
Asn

aac
Asn

ate
Ile

gaa
Glu

gga
Gly
375
cag
Gln

tte
Phe

Phe

gac
Asp

aat
Asn

aca

455

tac

g9¢
Gly

age
Sex
280
tgt
Cys

gtg
val

act

aga

gga
Gly
360

aca

Thr

atc
Ile

cat
His
His

ttg
Leu

gca
Ala
440

gat

773

821

869

817

965

1013

1061

1109

1157

1205

1283

1301

1349

1397
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gca
Aa

aac

gat
Asp

ata
Ile
205

gag
Glu

ata
Ile

gct
Ala

aat
Asn
460

gaa
Glu

atg
Mct

gcg
Ala

gaa
Glu
475

gac
Asp

aat
Asn
4%0

gca
Ala

tgc
Cys

tac ags

Arg

gat
Asp

tca
Ser

ttg
Leu

aaa
Lys

ttc
Phe
540

tca
Ser

tgc
Cys

tgc
Cys

caa
Gln
§8S

aaa
Lys

aaa
Lys

atg
Met

att
Ile

gaa
Glu

ggc
Gly
525

tta

ggc
Gly

tca
Leu

gga
Gly

gga
Gly

geca
Ala
810

tac
TYX

att
Ile

aac
Asn

ES 2 286 892 T3

tte
Phe

gag
Clu

ggt
Gly

gga
Gly
480

tca
Ser
495

ata
lle

tta
Leu

aac
Asn

aaa
Lys

gat
Asp

tgc
Cys

gtk
val

atc
Ile

aga
Arg
560

gatagttaaa aacacccttg ttrctact

<210> 11
<211> 565
<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 11

Met
1

Gln

Lys Thr

Asn Pro

Ala val
35

Glu Val
S0

Ile Cys

Has

Ile

Lys
65

Leu 1le Asp

Glu Asn Trp

Tyr Pro Tyr

115

Thr
20

Ala

Asn
Ala
Asp

100
Asp

Ile

Ser

Asn

Asn

Asn

Met

Leu

Ile

Ile Leu

Gly Rsn

Gly Thr

Ala Thr
55

Ser Tyr
70

Leu Gly Asp Pro His Cys

Phe Ile

Pro Asp

Ile

Leu

Glu

Glu

TYr

aag
Lys
465
tgt
Cys

aga
Arg

aac
Asn

tgg
Trp

gtt
val
548

tge
Cys

40

Arg Val

Val

Axg

act aga
Thr Arg

ttce
Phe

aag
Lys

aat
Asn

999
Gly

tte
Phe

515

ata
Ile
§30

ctyg
Leu

cta
Leu

ttg
Leu

aac
Asn

ate

10

25

90

105

120

17

Ala

Ile Cys

Lys Thr

Leu Asp

Ser Ser

8er Leu

cgc cag
Arg Gln

ata tac
Ile

485

aca tat
Thr

500

caa
Gln

ate
Ile

att
Ile

tgg
Trp

tte
Phe

ggt
Gly

tgc att
Ile

565

Leu Leau Thr Hig Trp

Asn Thr Ala Thr Leu Cys

1le

Leu val Gln Ser Ile

60
Gly
75
Asp

Ala

Arg

tta
Lau
470

aga
Arg

gaa
Glu

cac
His

aaa
Lys

tgt
Cys

cat
His

gac
Asp

tac

Tyr

aaa
Lys

gtt
Val
520

ggt
Gly

ttc
Phe
535

tca
Ser

gce
Ala

att
Ile
550

atg tgg
Met Trp

tgagtaaact

15

30

Thr
45

Arg

vVal
9S

Phe
110

Ser
125

Ile Val Ala

1445

1493

1541

1589

1637

1685

1734

1762

vVal Tyr Ser
Leu Gly Hisg
Asp Asp Gln
Ser Ile Gly

Asn Cys Thr
80

Phe Gln Tyx

Ser Ser Cys
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Ser Ser Gly
130

val Thr Gln
14§

Ser Phe Phe
Pro Thr Leu
Tyr lle Trp

195

Leu Tyr Ile
210

Gln Gln Thr
225

Gln Ser Gly
Ile Leu Thr
Phe Lys Leu

275

Ile ASp Ile
290

Asn Asp Lys
305

Pro Lys Tyr

Asn vVal Pro
Phe lle Glu
358

Arg Tyr Gln
370

Thr Gln Ala
3ss

Glu Arg Thr

val Glu Gly

Thr

Asn

Ser

Asn

180

Gly

Gln

Ile

Arg
Ile
260
Lys
Cys
Pro
Ile
Glu
340

Asn

Asn

Ala

Asn

Arg
420

Gly
Arg
165
val
Ile

Glu

Ile

Ile
245
Asn
Thr

val

Phe

325

Lys

Gly

Ser

ile

Glu
405

Ile

Glu

150

Leu

Tht

His

Ser

Pro
230

Ser

Ser

Gly

Ser

Gln

310

Gln

Gln

Trp

Glu

Asp
390

Lys

Gln

ES 2 286 892 T3

Phe
135
Ser
Asn
Met
His
Gly
215

Asn

Ile

Asn

Lys

Glu

295

Asn

Ile

Glu

Gly
375

Gln

Phe

Asp

Thr Ala

Gly Ser

Trp Lau

Pxo Asn

185

Pro Ser
200

Arg Val

Ile Gly

Tyr Trp

Gly Asn
265

Sear Ser
280

Cys 1le
Val Asn
Thr Leu
Arg Gly

345

Gly Met
360

Thr Gly

Ile Azn

His Gln

Leau Glu
428

18

Glu

Cys
Thr
170
Asan
Ser

Thr

Ser

Thr
250
Leu
Val
Thr
Lys
Lys
330
Ile

val

Gln

Qly

1le
410

Lys

Gly

Lys

155

Glu

Lys

Asn

val

Arg
23s

Ile

val

Met

Pro

val

315

Leu

Phe

Asp

Ala

395

Glu

Phe
140
Axg

Ser

Lys
Ser
220

Pro

Val

Ala

Arg

Asn

300

Ala

Gly

Gly

Ala
380

Lcu

Lys

Tyr val

Glu

Gly

Phe

Glu
205

Lys

Pro

Ser

285

Gly

Tyr

Thr

Ala

Trp
365

Asp

Agn

Glu

Trp Thr

Ser Ala

Asn Ser
178

Asp Lys
190

Gln Thr

Lys Axrg

val Arg

Pro Gly
255

Arg Gly
270

Asp Ala

Ser lle

Gly Lys

Gly Met
338

Ile Ala
350

Tyr Gly

Leu Lys

Arg Vval

Phe Ser
4158

Glu Asp Thr

430

Gly

Asp

160

Leu

Lys

Ser

Gly
240

Asp

Pro

‘Pro

320

Arg

Gly

Phe

Ser

Ila
400

Glu

Lys
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Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val

435 440

Ala Leu Glu Asn
448

Gln His

450

Thr Ile Asp Leu Thr Asp Ala Glu Met Asn

455 460

Lys Leu Phe Glu

Lys Thr

465

Arg Arg Gln Leu Arg Glu Asn Ala Glu Asp

470 475

Met Gly Gly Gly
480
Phe

Lys lle Tyr His

485

Lys Cys Asp Asn Ala Cys
490

Ile Gly Ser Ile
495

Gly Thr Tyrx
500

Asp His Tyr Ile Tyr Arg Asp

505

Glu Ala Leu Asn
810

Phe Gln Ile
215

Asn Axg Lys Gly Val Glu Leu Lys Ser

520

Gly Tyr Lys Asp
525

Ile
530

Leu Trp Ile Ser Phe Ala Ile Ser Cys Phe

538 540

Leu Ile Cys Val

val
545

Leu Gly Phe Ile

550

Met Trp Ala Cys Gln Lys
555

Gly Asn Ile Arg
560

Asn Ile Cys Ile

565

<210> 12

<211> 1695

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 12

40

45

50

55

60

65

atgaagacaa
agtggcoaaca
gtaaasacaa
atttcaatag
ttaatagatg
ctetteatay
qgcatogetcee
acatggacag
agtttettta
gtgacaatgce
agctcaaaca

acaaaasgaa

caatcaggca

ccattattrt
acacagecac
taactgatga
ggaaaataty
caatgeragg
aaagaagcag
ggtccattgt
gtgtcactca
geogactgaa
ctaacaataa

aagagcagac
gtcaacaaac

ggataagcat

gatactactg
attatgtetyg
ccaaattgag
caacaactca
agaooeecas
cgcettteage
agcatectea
asacggaaga
ttggctaaca
aaatttegac
aaaattgtac
aataatcoct

atactggacc

acccattggg
ggacaccatg
gtgacaaatg
tatagagtte
tgtgatgtet
agttgctace
ggaacattgg
agtggatcct
gaatctggaa
aaactataca
arccaagaat

aacatcggat

attgtaaaac

19

tctacagtca
cagtagcaas
ctactgaatt
tagatggaag
ttcagtatga
catatgacat
aattcacagce
gcaaaaggga
actcttacee
tctgggygat
caggacgagt
ctagacegty

ctggagatat

aaacecaace
tggaacattg
agttcagage
aaattgcaca
gaattgggac
ccotgactat
agagggattc
atcagecgat
cacattgaat

tcatcacccyg

aacagtctca

ggtcagggge

cctaacgata

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

780
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aacagtaatg gcaacttaget

tctgtaatga gatcagatge
ggaagecatce ccaacgacaa
cccaagtata tcaggcaaaa
aagcaaatca gaggaacctt
atggttgatg ggtggtatgg
gatctaaaga gcactcaage
gaaaggacca atgagaaatt
atccaggact tggagaagta

gaattgetgg tggetctaga
aaattattcy agaagactag
rgtttcaaga tataccacaa
tatgaccatt acataracag
gagttgaaat caggctacaa

ttaatttgeg ttgttctact
tgcaacattt gcatt

<210> 13

<211> 1241
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>

<221> CDS
<222> (28)..(1239)

<400> 13

ES 2 286 892 T3

tgoaccgogy ggatatttta aattgaaaac

acccatagac
accatttcaa
cactttaaag
tggagcaata
attccgatat
agcecateogac
ccatcaaata
tgtagaagac

aaatcaacat
acgccagtta
atgtgataat
agatgaagca
agattggata
gggtttcatt

atttgtgtgt ctgaatgtat
aatgtgaaca aagttacata
ctggccactg ggatgaggaa
gegggattca tagaaaacgg
casaactcegg aaggaacagg
cagatcaatg gaaaattaaa
gagaaggaat tctcagaagt
accaaaatag acctatggte

acaattgact taacagatge
agagaaaacg cggaagacat
gcatgcattg gatcaataag
ttaaacaacc ggrttcaaat
ctgtggattt cattcegccat

atgtgggett goccaasaagy

agggaaaage

tacaccaaat
tggaaaatgce
tgtaccagaa
ctgggaagya
acaagctgca
cagagtgatt
agaagggaga
ctacaatgea

agaaatgaat
g9gaggtgga
aaatgggaca
caaaggtgtt
atcatgette

caacatcaga

8490

S0¢

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380
1440
1500
1560

1620
1680
1695

agcaaaagea ggtcaaatat attcaat atg gag aga ata aaa gaa ctg aga gat 54

Met Glu Avg Ile Lys Glu Leu Axg Asp

1 5
cta atg tea caa tec ¢€ge Acc ¢gc gag ats cta aca aaa act act gtg
Leu Met Ser Gln Ser Arg Thr Axrg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thy Val
10 15 20 25

gac Cac atg goc ata atc Rag asa tac aca tca gga aga caa gag aag

Asp His Maet Ala Ile Ile Lys Lys Tyr Thr Ser Gly Arg Gln Glu Lys
30 s 40

aac cceo gea ctt agg atg aag tgg atg atg goa atg aaa tac cca att

Asn Pro Ala Leu Axrg Met Lys Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile
45 50 -1

ACa gca gat aag agg ata atg gaa atg att cct gag aga aat gaa cag
Thr Ala Asp Lys Axrg lle Met Glu Met Ile Pro Glu Arg Asn Glu Gln
80 14 70

20

102

150

198

246
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993

caa

Gly Gln

atg
Met

90
acyg
Thy

grt
val

caa
Gln

cLe
Leu

aat

170

acc

5
gta
val

age
8Serx

gaa
Glu

gte
val

Ser
155

gaa

Glu

aaa
Lys

ace
Thr

tca
Serxr

aca
™h:

aga

aag
Lys
140

gce

Ala

gtg
val

gag
Glu

ctt
Leu

ecct
Pro

atc
Ile
cea
125
ata

Ile

aaa
Lys

gga
Gly

aaa
Lys

tgg
Trp

ctg
Leu

cat
His
110
aaa

Lys

aga

gaa
Glu

gce
Ala

aaa
Lys
190

agc
Ser

gca
Ala
95

tat
Tyt

cac
His

cgy
Arg

gca
Ala

aga
Arg
178

gaa
Glu

ES 2 286 892 T3

aaa
Lys
80

gtg
val

cca
PrLo

gga
Gly

aga
Arg

Gln
160

att
Ile

gaa
Glu

acg
Thr

aca
Thy

aaa
Lys

acc
Thr

gtt
val
145

gat
Asp

cta
Leu

ctt
Leu

aac
Asn

tgg
Trp

gte
Val

tte
Phe
130

gat
Asp

gtg
val

aca
Thr

cag
Gln

21

gat
Asp

tgg
Trp

tac

Tyr
118

ggc
Gly

gta
val

ate
Ile

tcg
Ser

gac
Asp
18§

get
Ala

aat
Asn
100

aaa

Lys

cce
Pro

aac

atg
Met

gaa
Glu
180

tge
Cys

gge
Gly
85

agg
Arg

act
™hr

gtt
val

cet
Pro

gaa
Glu
165

tca

Ser

aaa
Lys

tca
Serx

aat
Asn

tat

cat
His

ggt
Gly
150

gtt
val

caa
Gln

act
Ile

gac
AsSp

gga
Gly

tte
Phe

tte
Phe
135

cace

Hisg

gtt
val

cta
Leu

gec
Ala

cca
Pro

gaa
Glu
120

g9

gy
Ala

tte
Phe

aca
Thr

cee
Pro
200

gta
val
aca
105

aaa
Lys

cca
Pro

ata
Ile
185

ttg
Leu

294

342

390

438

486

$34

582

630
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atg gta
Met Val

ctc cca
Leu Pro

ctg act
Leu Thr
235

gtt aga
val Axg
250

ata gtg
1le Val

gaa atg
Glu Met

¢ttt aag

gca atg
Ala Met
315

ttt aag
Pha Lys

330

acg ggc
Thr Gly

gaa tte
Glu Phe

acc aga
Thr Arg

att gct
Ile Ala
395

<210> 14
<211> 404
<212> PRT

gca
Ala

gtg
val
220

cag

Gln

aac
Asn

aga
Arg

tgc
Cys

cag
Gln
300

gg99
Gly

aga
Arg

aac
Asn

aca
Thr

aga

380

gaa
Glu

tac

Tyx
205

get
Ala

gga
Gly

gat
Asp

aga
Arg

cdac
Ris
285

aat
Asn

tta
Leu

aca
Thr

ctt
Leu

atg
Met
368

ttg
Leu

gca
Ala

atg
Met

ggc¢
Gly

aca
Thr

gac
Asp

gcg
Ala
270

agt
Ser

cca
Pro

aga

agt

Ser

caa
Gln
350

gte
val

att
Ile

ata
Ile

cta
Leu

gg9a
Gly

tgce
Cys

att
Ile
25$S

aca
Thr

aca

Thr

aca
Thr

ate
Ile

gga
Gly

33s
aca

Thr

gga
Gly

caa
Gln

att
1le

<213> Virus de la influenza equina H3N8

ES 2 286 892 T3

gaa
Glu

aca
Thr

tgg
Trp
240

gat
Asp

gta
val

cag
Gln

gag
Glu

agc
Sex
320

tca
Ray

ttg
Leu

aga
Axg

ttg
Leu

gta
val
400

aga
Arg

agce
Ser
225

gaa
Glu

caa
Gln

tca
Ser

att
Ile

gaa
Glu
308

tca
Ser

tca
Sar

Ada
Lys

aga

ata
Ile
385

gce
Ala

gag
Glu
210

agt
Ser

caa
Gln

agt
ser

gca
Ala

ggt
Gly
2%0

caa
Gln

tca
Ser

gte
val

ata
Ile

gca
Ala
370

gta
vVal

ttg
Leu

gta
val

atg
Met

tta
Leu

gat
Asp
275

gga
Gly

gcet
Ala

ttc
Phe

aag
Lyl

aga
Arg
3s5s

aca

Thr

agt
Ser

gtc
val

tac
Tyr

tac

att
Ile
260

cca
Pro

ata
Ile

qtg
val

age
Ser

aga

Arg
340

gty
Val

gce
Ala

999
Gly

atg gtg ttt
Met Val Phe

22

cga
Arg

att
Ile

acc
Thr
245

att
Ile

cta
feu

agg

gat
Asp

tte
Phe
325

gaa
Qlu

cat
His

att
Ile

aga
Arg

tc

ARA
Lys

gaa
Glu
230

cca

Pro

gct
Ala

gca
Ala

atg
Met

ata
Ile
310

aqt
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu

ctc
Leu

gat

390

aca

215

gtg
Val

gga
Gly

gee
Ala

tee
Ser

gta
val
298

tgc

gg9a
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly

aga
ARrg
375

gaa
Glu

aga
Arg

ttg
Leu

g9a
Gly

ctg
Leu
280
gac
Asp

aas
Lys

ttc
Phe

atg
Mat
tat
360
aag

Lys

caa
Gln

tee
Phe

cat
His

gaa
Glu

aac
Asn
265

ctyg
.eu

atc
Ile

gca
Ala

ace
Thr

cte
Lay
345

gaa

Glu

gca
Ala

tca
Ser

678

726

174

822

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206

1241
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<400> 14

ES 2 286 892 T3

Met Glu Arg Ile Lys Glu Leu Arg Asp Leu Met Ser Glu Ser Arg Thr

1

S

10

1s

Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr Val Asp His Met Ala Ile 1le Lys
20

Lys Tyr Thr

TP

Glu
€S

Thr

Lys

vVal
145

Asp

Arg
Ser
225

Glu

Gln

Ser

Ile

Mel
50

Met

Asn

Trp

val

Phe
130

Asp

val

Gln

Glu
210

Ser

Gln

Ser

Ala

Gly
290

Met

Ile

Asp

Trp

Tyx
115

Gly

val

Ile

Serx

Asp

195

Leu

val

Met

Asp
275

Gly

Sar Gly Arg Gln Glu

Ala

Pro

Ala

Asn
100

Lys

Pro

Asn

Met

Glu

180
Cys

Val

Tyr

Tyr

Ile
260

Pro

Ile

Met

Glu

Gly
8s

Arg

val

Pro
Glu

165

Ser

Lys

Arg
Ile
Thr
245

Ile

Leu

Lys

Arg
70

Ser

Asn

Tyr

Ris
Gly
1850
val

Gln

Ile

Lys

Glu
230

Pro

Ala

Ala

YT
s5

Asn

Asp

Gly

Phe

Phe
13s

His

val

Leu

Ala

Thr
215

val
Gly

Ala

Serx

40

Pro

Glu

Arg

Pro

Glu
120

Axg

Phe

Pro

200
Arg

Gly

Arg

Leu
280

Arg Met Val Asp

295

25

Lys

Ile

Gln

val

Thr
10S

Lys

Asn

Asp

Pro

Ile
185

Phe
His
Glu
Asn

265

Leu

Asn

Thr

Gly

Met
%0

Thr

val

Gln

Leu
Asn

170

Met

Leu
Leu
Val
250

Ile

Glu

Ile Leu

23

Pro Ala

60

Gln Thr
75

val Ser

Ser Thr

Glu Arg

Val Lys
140

S8er Ala
18§

Glu Vval

Lys Glu

Val Ala

Pro val
220

Thr Gln
235

Arg Asn
Val Arg

Met Cys

Lys Gln
300

Leu
45

Lys

Leu

Pro

Ile

Leu
125

Ile

Lys

aly

Lys

208
Ala

Gly
Asp
Arg
His
285

Asn

3¢

Arg Met

Arg Ile

Trp Ser

95

His Tyr
110

Lys His

Axg Arg

Glu Ala

Ala Arg
17s

Lys Glu
190

Met Leu

Gly Gly

Thr Cys

Asp Tla
255

Ala Thr
270

Ser Thr

Lys

Met

Lys
80

val

Pro

Gly

Arg
Gln
160
Ile

Glu

Glu

Thr

Trp
240
Arp

val

Gln

Pro Thx Glu



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Glu
305
Ser

Ser

Lys

Ile
3ss

<210> 15
211> 1214
<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 15

atggagagaa
acaaaaacta
aagaacccecg
aagaggataa
acgaacgatyg
aggaatggac
aaagttgaaa
ataagacgga
gatgtgatca
tcacaactaa
ttgatggtaq
gctggcggaa
gaacasatgt
attgctgeee

ctggaaatgt

aatccaacag
tcatcattca

gaagaagaaa

Gln

Ser

val

Ile

Ala

370

val

Met

Ala Val asp

Phe Ser Phe

ES 2 286 892 T3

310

azs

Lys Arg Glu

340

Arg Val His

ass

Thr Ala Ile

Sexr Gly Arg

Val Phe

taaaagaact
ctgtggacca
cactcaggat
tggaaatgat
ctggctcaga
caacaacgag
gattaaaaca
gagrttgatgt
tggaagttgt
caataaccaa
catacatget
caagcagtgt
acaccccagg
ggaacatagt

gccacagtac

aggaacaage
gctteggtgg

tgcttacggg

Ile Cys Lys
Gly Gly Phe
Glu Glu Met

Glu Gly Tyr

Ala Ala

Thr Phe

330

Leu Thr

345

Glu Glu

360

375

390

gagagatcta
catggccata
gaagtggatg
tcctgagaga
ccgegtaatg
cacaattcat
cggaacctet
aaaccctggt
tttcccaaat
agagaaaaaa
agaaaqagaq
atacattgaa
aggagaagtt
gagaagagcg

acagattggt

tgtggatata
attcaccttt

caaccttcaa

Leu Arg Lys

Asp Glu Gln

Ala Thr

Ser 1le

atgtcacaat
atcaagaaat
atggcaatga
aatgaacagyg
gtatcacetce
tatccaaaag
ggeccegtte
cacgcggacc
gaagtgggag
gaagaacttc
ttggtcoqgaa
gtgttgcatc
agaaacgatg
acagtatcaqg

ggaataagga

tgcaaagcag
aagagaacaa

acattgaaaa

24

Met Gly Leu
315

Lys Arg Thr
Gly Asn Leu

Phe Thr Mat
385

Axg Arg Leu
380

Ala Glu Ala
395

ccegeacecyg
acacatcagg
aatacccaat
ggcaaaccet
tggcagtgac
totacaaaac
attttaggaa
tcagtgccaa
ccagaatrct
aggactgcaa
aaacaagatt
tgactcaggg
acattgatca
cagatccact

tggtagacat
caatggggtt

gtggatcatc

taagagtgca

Axg

Ile Serx

320

Ser
3is

Gin
350
Val

Ila

Ile

Gly Ser
Thr Leu
Gly Axg
Gln Leu

Ile val

400

cgagatacta
aagacaagag
tacagcagat
ttggagcaaa
atggtggaat
ttattttgaa
tcaagtcaag
agaagcacaa
aacatcggaa
aattgccecec
ccrcccageg
aacatgctgyg
aagtttaatt
agcatccectg

ccttaagcag

aagaattagc
agtcaagaga

tgaaggctat

60

120
180
240
T00
360
420
480
$40
600
660
720
780
840

900

960

1020

1080
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gaagaattca caatggtcgg aagaagagca acagcecattc tcagaaagge aaccagaaga 1140

ttgattcaat tgatagtaag tgggagagat gaacaatcaa ttgctgaagce aataatrtgta 1200
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gccarggtgt ttte

<210> 16
<211> 1241
<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS

<222> (28)..(1239)

<400> 16

1214

agcaaaagca ggtcaaatat attcaat atg gag aga ata aaa gaa ctg aga gat 54

Met Glu Arg Ile Lys Glu Leu Arg Asp

1 s

cta atg tca caa tcc ©ge acc cgc gag ata cta aca aaa act act gtg 102
Leu Met Ser Gln Ser Arg Thr Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr val

10 15 20 25
gac €ac atg §CC ata atc aag aaa tac aca tea gga aga caa gag aay 150
Asp His Met Ala Ile Ile Lys Lys Tyr Thr Ser Gly Arg Gln Glu Lys

30 35 40
aac ¢cC gea ctt agy atg aag tgg atg atg gca atg aaa tac cca att i98
Asn Pro Ala Lew Arg Met Lys Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile
45 50 58

aca gca gat aag agg ata atg gaa atg att cct gag aga aat gaa cag 246

Thr Ala Asp Lys Rrg Ile Met Glu Met Ile Pro Glu Arg Asn Glu Gln
60 65 70

g9g caa acc ctt tgg age aaa acg aac gat got gge tca gac cgc gta 294

Gly Gln Thr Leu Trxp Ser Lys Thr Asn Asp Ala Gly SBer Asp Arg val
75 80 8s

atg gta tca cct ctg gca gtg aca tgg tgg aat agg aat gga cca aca 342
Met Val Ser Pro Leu Ala vVal Thr Trp Trp Asn Arg Asn Gly Pro Thr

90 95 100 108
ACg agc aca att cat tat Cca aaa gtc cac aaa act tat ttt gaa asa  3%0
Thr Ser Thr Ile His Tyr Pro Lys Val His Lys Thr Tyr Phe Glu Lys

110 115 320
gtt gaa aga tta aaa cac gga acc ttt ggc ccc gtt cat ttt agg aat 438
Val Glu Arg Leu Lys His Gly Thr Phe Gly Pro Val His Phe Arg Asn
1235 130 135
caa gtc aag ata aga cgg aga gtt gat gta aac cct ggt cac gog gac 486
Gln Val Lys Ile Arg Arg Arg Val Asp Val Asn Pro Gly His Ala Asp
140 145 150

25
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cte
Leu

aat
Asn
170

acc

Thr

atg
Met

cte

ctg
Leu

qtt
val
250

ata

Ile

gaa
Glu

ctt

geca
Ala

(444
Phe
330

acyg
Thr

agt
Ser
158

gaa
Glu

aaa
Lys

gta
val

cca
Pro

acet
23S
aga

Arg

gtg
val

atg
Met

aag
Lys

atg
Met
318

aag

Lys

ggc
Gly

gee
Ala

gty
val

gag
Glu

gca
Ala

gtg
val
220

cag
Gln

aac
Asn

aga

Arg

tge
Cys

cag
Gln
300

g99
Gly

aga
Arg

aac
Asn

gaa ttc aca
Glu Phe Thr

aaa
Lys

gga
Gly

aaa
Lys

tac

Tyr
205

gct
Ala

gga
Gly

gat
Asp

aga
Arg

cac
His
285

aat
Asn

tta
Leu

aca
Thr

[~
Leu

atg
Met
365

gaa
Glu

gcc
Ala

aaa
Lys
190

atg
Met

gg¢c
Gly

aca
Thr

gac
Asp

gcg
Ala

270
agt

Ser

cca
Pro

aga

agt
Ser

caa
Gln
350

gtc
val

gca
Ala

aga
Arg
178

gaa
Glu

cta
Leu

gga
Gly

tge
Cys

att
Ile
25%

aca

Thr

aca
Thr

aca
Thr

att
Ile

gga
Gly
335

aca

gga
Gly

ES 2 286 892 T3

caa
Gln
160

att
Ile

gaa
Glu

gaa
Glu

aca

tgg
Trp
240

gat
Asp

gta
val

cag
Gln

gag
Glu

age
Sox
320

tca
Ser

ttg

aga
Arg

gat
Asp

cta

ctt
Leu

aga
Arg

age
Ser
228

gaa
Glu

caa
Gln

tca
Ser

att
Ile

gaa
Glu
305

tca

seorx

tca
ser

aaa
Lys

aga
Arg

aCC aga aga ttg att caa ttg ata
Thr Arg Arg Leu Ile Gln Leu Ile Val

k- 1o)

385

gtg
val

aca
Thr

cag
Gln

gag
Glu
210

agt

Ser

caa
Gln

agt
ser

gca
Ala

ggt
Gly
290

caa
Gln

tea
Sor

gte
val

ata
1le

gca
Ala
370

gta

26

atc atg gaa gtt gtt ttc cca
Ile Met Glu Val Val Phe Pro

tecg gaa
Ser Glu
180

gac tgc
Asp Cys
19§

ttg gtc
L.au Val

gta tac
val Tyx

atg tac
Met Tyr

tta att
Leu Ile
260

gat cca
Asp Pro
275

gga ata
Gly Ile

get gtg
Ala val

ttc age
Phe Ser

aag aga
Lys Arg
340

aga gtg
Arg val
35S

aca gcc
Thr Ala

agt gg9g9
Ser Gly

165

tca caa
Ser Gln

aaa att
Lys Ile

cga aaa
Arg Lys

att gaa
1le Glu
230

acc cca
Thr Pro
245

att gct
Ile Ala

cta gca
Leu Ala

agg atg
Axrg Met

gat ata
Asp Ile
310

ttt ggt
the Gly
a2s

gaa gaa
Glu Glu

cat gaa
gis Glu

att cte
Ile Leu

aga gat
Axg Asp
kB0

¢cta aca ata
Leu Thr Ile
185

gce cec ttg
Ala Pro Leu
200

aca aga ttc
Thr Arg Phe
21S

gtg ttg cat
val Leu His

gga gga gaa
Gly Gly Glu

gcec cgg aac
Ala Arg Asn

265

tcec ctg ctg
Ser Leu leu
280

gta gac atce
val Asp Ile
29%

tgc aaa gca
Cys Lys Ala

gga ttc acce
Gly Phe Thr

gaa atg ctt
Glu Met Leu
345

ggc tat gaa

Gly Tyr Glu
360

aga aag gca
Arg Lys Ala
378

gaa caa tca
Glu Gln Ser

534

582

630

678

726

174

822

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206
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att get gaa gca ata att gra gecc atg gtg ttt to

Ile Ala Glu Ala Ile Ile val Ala Met Val Phe

<210> 17
<211> 404
<212> PRT

395

400

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 17

Arg

Lys

Trp

Glu
€S

Val

Glu

Glu

Mat

S0

Met

Asn

Trp

val

Phe

130

RAsp

Arg

Ile
Thy

35
Met

Ile

Asp

His
115

Gly

val

Ile

20

Sex

Pro

Ala

Asn

100

Lys

Pro

Asn

Lys Glu Leu Axg
S

Thr Lys Thr Thr
Gly Arg Gln Glu
40

Met Lys Tyr Pro
$5

Glu Arg Asn Glu
70

Gly Ser Asp Arg
85

Axg Asn Gly Pro
Thr Tyr Phe Glu
120

Val His Phe Arg
138

Pro Gly His Ala

Asp

val

25

Lys

Ile

Gln

Val

Thr
105

Lys

Asn

Asp

27

Leu

10

Asp

Asn

Thr

Gly

Met

90

Thr

val

Gln

Leu

Met

His

Pro

Rla

Gln

75

vVal

Ser

Glu

val

Ser

Ser

Met

Ala

Asp

60

Thr

Ser

Axg

Lys
140

Ala

Gln

Ala

Leu

45

Lys

Pro

Ile

125

Ile

Lys

Ser Arg
15

Ile 1le
30

Arg Met

Arg Ile

Trp Ser

Leu Ala
9%

His Tyr
110

Lys His

Arg Arg

Glu Ala

1243 .

Thr

Lys

Lys

Met

Lys

80

val

Pro

Gly

Gln
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145 150

Asp Val Ile Met Glu Val val Phe

165

Leu Thr Ser Glu Ser Gln Leu Thr

180

1A Gln Asp Cys Lys Ile Ala Pro

195

200

Arg Glu Leu Val Arg Lys Thr Arg

210 233

Ser Ser Val Tyr lle Glu val Leu

225 230

Glu Gln Met Tyr Thr Pro Gly Gly

245

Gln Ser Leu Ile Ile Ala Rla Arg

260

Ser Ala Asp Pro Leu Ala Ser Leu

275

Ile Gly Gly Ile Arg Met val
290 295

Glu Gln Ala Val Rsp Ile Cys
305 310

Sar Ser Phe Ser Phe Gly Gly
328

Ser Val Lys Arg Glu Glu Glu
340

Lys Ile Arg Val His Glu Gly
3ss

Arg Ala Thr Ala Ile Leu Arg
a70 375

Ile Val Ser Gly Arg Asp Glu
3¢5 390

Ala Met Val Phe

<210> 18

<211> 1214

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 18

280

Pro

Ile

185

Leu

Phe

His

Glu

Asn
265

Leu

Asn

170

Thr

Met

Leu

185

Glu val

Lys Glu

Val Ala

Pro val
229

Leu Thr Gln

vVal
250

Ile

235

Arg Asn

val Axg

Glu Met Cys

Gly

Lys

Tyx

20S

Ala

Gly

Asp

Arg

His
288

Ala Arg
17s

Lys Glu
190

Met Leou

Gly Gly

Thr Cys

Asp Ile
255

Ala Thr
270

Ser Thr

160

Ile

Glu

GClu

Thr

Trp
240

Asp

val

Gln

Asp Ile Leu Lys Gln Asn Pro Thr Glu

Lys Ala Ala

Phe Thr Phe

330

Met Leu Thr
345

Tyr Glu Glu

360

Lys Ala Thr

Gla Ser 1lle

300

Met Gly
31s

Lys Arg

Gly Asn

Leu

Thr

Leu

Pha Thy Met

365

Arg Arg Leu

380

Ala Glu Ala

39s

Arg Ile Ser

320

Ser Gly Ser

3315

Gln
350

Val

Thr Leu

Gly Arg

Ile Gln Leu

Ile Ile Val
400

atggagagaa taasaagaact gagagatcba atgtcacaat cCcgcacecy cgagatacta 60
acaaaaacta ctgtggacca catggccata atcaagaaat acacatcagg aagacaagag 120
aagaaccccg cactltaggat gaagtggatg atggcaatga aatacccaat tacagcagat 180

28
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aagaggataa
acgeacgatg
aggaatggac
aaagttgaaa
ataagacgga
gatgtgatca
tcacaactaa
ttgatggtag

gctggcggaa
gaacasatgt
attgctgeec
ctggaaatgt
aatccaacag
tcatcattca
gaagaagaaa

gaagaattca

tggaaatgat
ctggctcaga
caacaacgag
gattaaaaca
gagttgatgt
tggaagttgt
caataaccaa
catacatget
caageagtgt
acaccccagg
ggaacatagt
gcecacagtac
aggaacaage

gctttggtag
tgcttacggg

caatggtcgg

ES 2 286 892 T3

tcctgagaga
ccgegtaatg
cacaattcat
cggaaccttt
aaaccctagt
tttcccaaat
agagaaaaaa
agaaagagag
atscattgaa
aggagaagtt
gagaagagceg
acagattggt
tgtggatata
attcaccttt
caaccttcaa

aagaagagca

ttgattcaat tgataqtasag

gecatggtgt ttte

<210> 19
<211> 1232
<212> DNA

tgggagagat

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS
<222> (3)..(1196)

<400> 19

aatgaacaqgg
gtatcacctc
tatccaaaag

ggeceegtte

cacgcggace
gaagtgggag
géagaacttc
trggtccgaa
gtgttgcatc
agaaacgatg
acagtatcag
ggaataagga
tgcaaagcag
aagagaacaa
acattgaaaa
acagccatte

gaacaatcaa

ggcaaaccct
tggcagtgac
tccacaaaac
attttaggaa
tcagtgccaa
ccagaattct
aggactgcaa
aaacaagatt
tgactcaggqg
acattgatca
cagatccact
tggtagacat
caatggggtt
gtggatcate
taagagtgca
tcagaaaggc

ttgctgaage

ttggagcaaa
atggtggaat
ttattttgaa
tcaagtcaag
agaagcacaa
aacatcggaa
aattgccece
cctceccagtg
aacatgcrgg
aagtttaatt
agcatcceetyg
ccttaagcag
aagaattagc
agtcaagaga
tgaaggctat
aaccagaaga

aacaattgta

ta gaa ttc aca atg gtc gga aga aga gca aca gcc att ctc aga aag
Glu Phe Thr Met val Gly Arg Arg Ala Thr Ala Ile Leu Arg Lys

1
gca acc
Ala Thr

tca att
Ser lle

tge atg
Cys Met

aga aga ttyg

Arg Arg Leu

20

gct gaa goa

Ala Glu ala
35

ata aaa gca
Ile Lys Ala
50

5

16

15

att caa ttg ata gta agt ggy aga gat gaa caa

Ile Glin Leu lle

ata att gta gcc
Ile Ils Val Ala

gtt cga ggc gat
val Arg Gly Asp

S5

25

40

29

val Ser Gly Arg Asp Glu Gln

30

atg gtg ttt tog caa gaa gat
Met Val Phe Ser Gln Glu Asp

45

60

ttg aac tete gtt aat aga gea
Leu Asn Phe Val Asn Arg Ala

240

300

360

420

480

540

6§00

660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140

1200
1214

17

5%

147

191
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aat
Asn

¢ag
Gln
€5

gat
hsp
1

gca
Ala

gtg
Val

atg
Met

tca
Ser

atg
Met

tce
Ser

age
Ser

cqgg gat
Arg Asp
145

aca
Thr
160

caa
Gln

tgg
Trp

gag
Glu

atce
Ile

atc
Ile

aca
The

atg
Met

tct
Pro

agg
Arg
225

cag
Gln
240

aAax

Lys

ttc
Phe

gta
val

cge
Arg

aaa

gga
Gly

ttg
Leu

act
Thr

ES 2 286 892 T3

trg aac ecc atg
1.eu ARR Pro Met
70

gtg ctt tte cag
Val Lau Phe Gln

cat
His

aat
Asn

caa
Gln

tgg
Trp

cte tty agg
Lau Leu Arg
75

g99
Cly

att gaa
Tle Glu

cat
His

cce
Pra

tte
Phe

Caa
Gln

atc gac
Ile

Asp

atg att gga ata
Met Ile Gly Ile

100

aga gga gtg aga
Arg Gly val Arg

118

gag aga gtg gtg
Glu Arg Val val

130

caa
Cin

gga
Gly

att
Ile

agg
Arg

tta
Leu

agg gga
Arg Cly

acg gaa
Thr Glu

aat ggt
Asn Gly
180

aac tgg
Asn Trp
18%

tac aat
Tyr Asn

210

gece
Ala

caa atg
Gln Met

cte cte
Leu Leu

tet tet
Ser Sar

aga ggc
Axg Gly

299

acc aga
Thr Arg

cga gat
Arg Asp

cct
Pro

tet
Phe
260

ttg
Leu
278

act
Thr

aat
Asn

tee
Ser

85

aac
Asn

aag
Lys
165

cce

Pro

gaa
Glu

aag
Lys

age
Ser

gta
val
245

gec

gtt
Val

cca
Pro

ttg cct

Pro

gac
105

gte
Val

agc
Ser
120

aax
Lys

att
Ile

gtg
val

agc
Ser

135

ata
Tle
150

cta
Leu

tce
Ser

ctg
Leu

aca
Thr

att
Ile

ata
Ile

ctg
Leu

tca
Ser

gaa
Glu

ttg
Leu
185

gty
val

att
Ile

att
1le

aaa
Lys
200

gtg
vVal

ata
Xle

tce
Phe

gaa
Glu
215

gag
Glu

caa tac age ggt
Gln Tyr Ser Gly
230

ctt gga aca
Leu Gly Thr

tte

gct get cct
Ala Ala Pro
265

aat gta aga
Asn Val Arg
280

gtg ttec aac

Val Phe Asn
295

30

20

atg acc
Asp Met Thr

atyg gga
Met Gly

gac cgt
Asp Arg

cct
Pro

tat
170

gtc
val

caa
Gln

cca
Pro

ttc
Phe

gat

Phe Asp

250

ccg gaa
Pro Glu

gga tcg
Gly Ser

tac aat
Tyr Asn

cca
Pro

ace
Thr
110

age
Ser

gat
Asp
125

gtg
val

gag
Glu

tet
Phe

tta
Leu

aga
Arg

140
gaa gag

6lu Glu
155

gte
val

agt
Sex

tca
Ser

tca
Ser

teca
Ser

atg
Met

aat
Asn

act tat

Thr

caa
Gln
19Q

tca
Ser

tgg
Txp

cag
Gln
205

gat
Asp

tLe
Phe

tcc
Ser

cag
Glin
220

ctg
Leu

gta
Val
235

aga
Arg

ace
Thr

ctg
Leu

act gct caa ata
Thr Ala Gln Ile

cag agt
Gln Ser

agg atg
Axg Met
270

gga atg
Gly Met

agg ata
Arg Ile
285

aaa gcc
Lys Ala
300

act aag
Thr Lys

Lys

aat
Azn
1

gag
Glu

tac

gtt
Val

gaa
Glu

atg
Met
178

tgg
Trp

cee
Pro

gtc
val

tte
Phe

ata
Ile
258

cag
Gln

ctt
Leu

23%

287

335

383

431

479

527

$7S

623

6§71

719

767

815§

863

911
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ES 2 286 892 T3

cte aca gtc ctc gga aag gat geca ggt geg ctt act gaa gac cca gat
teu Thr Val Leu Gly Lys Asp Ala Gly Ala Leu Thr Glu Asp Pro Asp

305

310

315

gaa ggt acg gct gJA gta Jgaa tct gect gtt cta aga ggg ttt ctce att
Glu Gly Thr Ala Gly Val Glu Ser Ala Val Leu Arg Gly Phe Leu Ile

320
tta

Leu

ctg
Leu

999
Gly

act
Thr

g9t
Gly

age
Ser

gac
Asp

gac
Asp
385

aa
Lys

aaa
Lys

gtg
val
370

age
Ser

gaa aac
Glu Asn
340

ctt gca
Leu Ala
is5

gtg ttg
Val lLeu

cag aca
Gln Thr

325

aag aga
Lys Arg

aaa ggg
Lys Gly

gta atg
Val Met

gcg ace
Ala Thr
390

tat ggc
Tyr Gly

gag aaa
Glu Lys
360

aaa cgy
Lys Arg
375

aaa agg

Lys Arg

cca
Pro
345

get
Ala

aaa
Lys

ate
Ile

330

geca
Ala

aar
Asn

cgt
Arg

€99
Arg

tagtgttgaa ttgtttaaaa acgaccttgt ttctace

<210> 20
<211> 398
<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 20

Glu

Thr

Met

Gln

Met

Ile

65

50

20

3s

100

S

70

85

40

55

Arg Arg Leu lle Gln Leu Xle Val Ser

25

Ile Lys Ala Val Arg Gly Asp Leu Axn

Arg leu Asn Pro Met His Gln Lsu Leu

Lys Val Leu Phe Gln Asn Trp Gly Ile

Gly Mat lle Gly lIle Leu Pro Asp Met

108

31

10

Ala Glu Ala Ile Ile Val Ala Met Val

90

cta
Leu

gtg
val

gac
Asp

atg
Met

395

Phe Thr Met Val Gly Arg Axg Ala Thr Ala Ile

Gly Arg

Phe Ser

phe val

Arg Hig

75

Glu Pro

Thr Pro

agc
Ser

cta
Leu

tct
Ser
3so

gee
Ala

60

33s

atc aat gaa
Ile Asn Glu

350

att ggg caa
Ile Gly Gln
365

agc ata ctt
Ser Ile Leu

atc aat
Ile Asn

45

15

30

95

110

959

1007

Leu Arg Lys Ala

Asp Glu Gln Ser

Gln Glu Asp Cys

ASn Arg Ala Aan

Phe Gln Lys Asp

80

Ile Asp Asn Val

Ser Thr Glu Mat

1055

1103

1151

1136

12132
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Ser

Ser

Asp
145

Gln

Glu

Ile

Met

Arg
225

Gln

Leu

Sex

Arg

305

Gly

Gly

Ser

Asp

Asp
385

<210> 21
<211> 1194
<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

Leu

Thr
130

Gln

Gly

Ile

Arg

Leu
210

Ala

Met

Leu
Ser
Gly
290
val
Thr
Lys

Lys

val
370

Serx

Axg
115

Glu

Arg

Thr

Asn

Asn
195

Axrg

Pro
Leu

278
Asn

Leu

Ala

Glu

Leu
35S

val

Gln

Gly

Axg

Gly

Glu

Gly
180

Trp

Asn

Asp

Phe
260
Thx
sSer
Gly
Gly
Asn

340
Ala

Leu

Thr

val

val

Asn

Lys
165

Pro

Glu

Lys

Ser

val
248

Ala

val

Pro

Lys

Val

328

Lys

Lys

val

Ala

ES 2 286 892 T3

Arg Val Ser Lys

val

Ile
150

Leu

Glu

Ile

Ile

Gln
230

Leu

Ala

Asn

val
Asp

310
Glu

Gly

Met

Thr
390

val
135

Leu

Thr

Ser

val

Glu
218

Gly

Ala

val

Phe
295

Ala

Ser

Glu

Lys
378

Lys

120

Ser

Leu

Ile

Val

Lys
200

fhe

Ser

Thr

Pro

280
Asn
Gly
Ala

Gly

Lys
360

Arg

Arg

32

Ile

Ser

Ile

Leu
185

Ile

Glu

Gly

Phe

Pro
265

Gly

Ala
Val
Pro

345
Ala

Lys

Ile

Met

Asp

Pro

TYr
170

val

Gln

Pro

Phe

Asp
250

Glu

Serx

Leu
Leu
330
Ala

Asn

Arg

Arg

Gly

Arg

Glu
155

Ser

Asn

Trp

Phe

Val
235

Thr

Gln

Gly

Lys

Thx

318

Leu

val

Asp

Met
395

Val

Phe
140

Glu

Ser

Thr

Ser

Glin
220

Arg

Ala

Ser

Met

Ala
300

Glu
Gly

Ser

feu

Ser
380

Ala

Asp
125

val

Ser

Tyrx

Gln
205

Ser

Gln

Arg

Arg

285

Asp

Phe

Ile

Ile
365

Ser

1le

Glu

Arg

Sex

Met

Gln
190

Asp

Leu

Leu

Ile

Met
270
Ile
Lys
Pro
Lau

350
Gly

Ile

Asn

Tyr

val

Glu

Met
178

Trp

Pro

val

Phe

Ile
258

Gln

Leu

Asp
Ile
338
Glu

Gln

Leu

Ser

Arg

Thr
160

Trp

Ile

Thr

Pro

Gln
240

Lys

Phe
val
Leu
Glu
320
Leau

Leu

Gly

Thr
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<400> 21

gaattcacaa
attcaattga
atggrgerete
aatagagcaa
geaaaagtge
ggaatattgc
aaaatgggag
ttaagagtte
caaggaacgg
cccgaatcag
attcaatggt
tcectggtee
casatgcgag
gecegetgete

ggatcgggaa
actaagaggc
ggtacggctg
aagagatatg
gctaatgtyge

agcatactta

tggteggaag
tagtaagtgg
cgcaagaaga
atcagcgett
ttetocagaa
ctgacatgac
tggatgagta
gggatcaaag
aaaagctgac
tgttggtcaa
cacaggatcc
ctagggccac
atgtacttgg
ctceggaaca

tgaggatact
tcacagtcct
gagtagaatc
gcccageact
taattgggca

ctgacagcca

ES 2 286 892 T3

aagagcaaca
gagagatgaa
regcatgaca
gaaccccatg
ttaqggggatt
cccaagoace
ctccagcact
gggaaacata
aataatttat
tacttatcaa
cacaatgtta
cagaagccaa
aacatttgat
gagtaggatg
tgtaagagge
cggaaaggat

tgctgttcta

aagcatcaat

aggggacgtg

gacagcgace

<210> 22

<211> 1232

<212> DNA

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 22

agaattcaca atggtcggaa gaagagcaac

gattcaattqg atagtaagtg ggagagatga
CACJYtgLLr C&JCAAJAAg ATTLJCACJat

taatagagca aatcagcgct tgaaccccat

tgcaaaagtyg cttttccaga attgggggat

tggaatattg cctgacatga ccccaagcac

gccattctca
caatcaattg
aaagcagttc
catcaactet
gaacccateg
gagatgtcat
gagagagtgg
ctactgtcece
tcatcatcaa
tggatcatca
tacaataaga
tacagcggtt
actgcetcaaa
cagttctcett

aattceccag
gcagytgeyc
agagggttte
gaactgagea
gtgttggtaa

aaaaggatte

agccattetc

acaatcaatt
aaaagecagee
gcatcaactc
tgaacccate

cgagatgtca

33

gaaaggcaac
ctgaagcaat
gaggcegattt
tgaggcattt
acaatgtgat
tgagaggaget
tggtgagcat
ctgaagaggt
tgatgtgaga
ggaactggga
tagaatttga
tcgtaagaac
taataaaact
ctttgactgt

tgttcaacta
ttactgaaga
tcattttagg
aacztgnu
tgaaacggaa

ggatggecat

agaaaggcaa
gctgaagcaa
cgaggegact
trgaggcatt
gacaatgtga

ttgagaggag

cagaagattg
aatcgtagec
gaacttcgte
ccaaaaagat
gggaatgatt
gagagtcage
tgaccgtett
cagtgaaaca
gattaatggt
aattgtgaaa
gccattccag
cctgtttcag
ccteeetett
taatgtaaga

Caataaagcc
cccagatgaa
taaagaaaac
Aggggagaaa
acgtgactetr

caat

ccagaagatt
taactgtagc
tgaaceecyge
tccaaasaga
tgggaatgat
tgagagtcag

60

120

180

240

300

360

420

480

$40

600

660

720

780

840

900
950
1020
1080
1140
1154

60
120

180
240
300
360
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caaaatggga

tttaagagtt

acaaggaacg

tcccgaatca
aattcaatgg
gteeetggte
gcaaatgega

tgeccgetgete
aggatcggga
cactaagagg
aggtacggcet
caagagatat
agctaatgtg

tagcatactt
ttgaattget
<210> 23

<211> 1232
<212> DNA

gtggatgagt
cgggatcaaa
gaaaagctga
gtgttggtca
tcacaggate
cctagggcca

gatgtacttg
cctccggaac
atgaggatac
ctcacagtcece
ggagtagaat
ggcccageac

ctaattgggce

actgacagcec

taaaaacgac

ES 2 286 892 T3

actccagcac
ggggaaacat
caataattta
atacttatca
ccacaatgtt
ccagaagcca
gaacatttga
agagtaggat
ttgtaagagg
tcggaaagga
ctgctgtict

taagcatcaa

aaggggacgt
agacagcgac

cttgtttcta

<213> Virus de la Influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS
<222>(2)..(1195)

<400> 23

tgagagagtg
actactgtce
ttcatcatca
atggatcatc

atacaataag

atacagceggt
tactgctcaa

gcagttctct
caattcccca
tgcaggtgcyg
aagagggttt
tgaactgagc

ggtgttggta

caaaaggatt

ct

gtggtgagca
cctgaagagg
atgatgtggg
aggaactggg
atagaattrg
ttcgtaagaa
ataataaaac

tctttgactg
gtgttcaact
cttactgaag

ctcattttag
aaacttgcaa
atgaaacgga

cggatggcca

ttgaccgttt
tcagtgaaac
agattaatgg
aaattgtgaa
agccatteca
ccctgtttca
tcctceecttt

ttaatgtaag
acaataaagce
acccagatga
gtaaagaaaa
aaggggagaa
aacgtgacte

tcaattagtg

420

480

540

600

660

720

780

840
300
960
1020
1080
1140
1200

1232

a4 gaa ttc aca atg gtc gga aga aga gca aca gecc att ctc aga aag gca 49

Glu Phe Thr Met Val Gly Arg Arg Ala Thr Ala Ile Leu Arg Lys Ala

b
aga

Arg

ace
Thr

att
Ile

get
Ala

aga ttg
Axrg Leu

gaa gca
Glu Ala

5

att
Ile
20

ata
Ile

3s

atg
Met

ata
Ile

S0
cgc
Arg

cag
aln
65

caa gca
Gln Ala

ttg aac
Leu Asn

gct
Val

cce
Pro

att gta
Ile val

cga ggc¢
Arg Gly

atg cat
Met Mis
70

caa ttg ata
Gln Leu

Ile

gcc
Ala
40
gat
Asp
5SS
caa
Gln

10

999
Gly

gta
val

25
atg
Mat

agt
Ser

tee
Phe

gtg
val

ttg
Leu

aac
Asn

tte
Phe

cte
Leu

ctg
Leu

agg
Arg
75

34

aga gat
Arg Asp

gaa
Glu

15

tca
Ser

caa
Gln

30

teg
Ser

Caa
Gln
45

aat
Asn

gtt
val
60

cat
His

ttc
Phe

gaa
Glu

aga

Arg

caa
Gln

gat
Asp

tge
Cys

gca
Ala

aat
Asn

aaa
Lys

gat
Asp
80

97

145

193

242
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gca
Ala

atg
Met

tca
Serxr

agc
ser

gat
Asp
145
caa
Gln

gag
Glu

aLc
Ile

atg
Met

a499

225

caa
Glin

cte

tet
Ser

aga
Arg

aca

305

aaa
Lys

gga
Gly

ttg
Leu

act
Thr
130

caa
Gln

gga
Gly

att
Ile

299
Arg

tta
Leu
210

gcc

Ala

atg
Met

cte

tct
Ser

ggc
Gly
290

gte
Val

gtg
Val

atg
Met
aga

115

gag
Glu

agg

acg
Thr

aat
Asn

aac
Asn
198

tac

accec

Thr

cga

cct
Pro

ttg
Leu
275

aat
Asn

cte
Leu

ctt
Leu

ate
Ile
100

gga
Gly

aga

gga
Gly

gaa
Glu

ggt
Gly
180

tgg
Trp

aat
Asn

aga

gat
Asp

tet
Phe
260

act

tec
Ser

gga
Gly

tte
Phe
85

gga
Gly

gtg
val

gtg
val

aac
Asn

aag
Lys
165

cce
Pro

gaa
Glu

aaq
Lys

age
Ser

gta
val
245

gce

Ala

gtt
val

cca
Pro

da8
Lys

cag
Gln

ata
Ile

aga
Arg

gtg
val

ata
Ile
150

ctg
Leu

gaa
Glu

att
Ile

ata
Ile

caa
Gln
230

ctt
Leu

gct
Ala

aat
Asn

gtg
val

gat

Asp
310

ES 2 286 892 T3

aat
Asn

ttg
Leu

gte
val

gtg
val

135

cta
Leu

aca
Thy

tca
Ser

gtg
Val

gaa
Glu
21S

tac
TYT

gga
Gly

gct
Ala

gta
val

tte
Phe
295

gca
Ala

tog
Trp

cet
Pro

agce
Ser
120

age
Ser

ctg
Leu

ata
Ile

gtg
val

aaa
Lys
200

ddd
Phe

agc
Ser

aca
Thr

cct
Pro

aga
Arg
280

aac
Asn

ggt
Gly

gag9
Gly

gac
Asp
105

aaa
Lys

att
Ile

tce
Ser

att
Ile

ttg
Leu
185

att

Ile

gag
Glu

ggt
Gly

tte
The

ccg
Pro
26S

gga
Gly

tac

Tyz

gcg
Ala

35

att
Ile
90

atg

Met

atg
Met

gac
Asp

cet
Pro
tat
170
gtc

val

caa
Gln

cca
Pro

tte
Phe

gat
Aap
250

gaa

Glu

tcg
Ser

aat
Asn

ctt
Leu

gaa
Glu

acc
Thr

gga
Gly

cgt
Arg

gaa
Glu
155

tca
Ser

aat
Asn

tag
Trp

tte
Phe

gta
val
235

act
Thr

cag
Gln

gga
Gly

aaa
Lys

act

Thr
315

cce
Pro

cca
Pro

gtg
Val

[ 44
Phe
140

gag
Glu

tca
Ser

act
Thr

tca
Ser

cag
Gln
220

aga
Arg

gect
Ala

agt
Ser

atg
Met

gecc
Ala
300

gaa
Glu

ate
Ile

agce
Ser

gat
Asp
128

tta
Leu

gtc
val

tca
Ser

tat
Tyr

cay
Gln
205

tee
Ser

acc
Thr

caa
Gln

agg

agg

288

act
Thr

gac
Rsp

gac
Asp

ace
Thr
110

gag
Glu

aga
Arg

agt
Ser

atg
Met

caa
Gln
190

gat
Asp

ctg

ctg
Leu

ata
Ile

atg
Met
270

ata
Ile

aag
Lys

cca
Pro

aat
Asn
9SS

gag
Glu

tac

gtt
Val

gaa
Glu

atg
Met
175

tag

cece
Pro

gte
val

tet
Phe

ata
Ile
258

cag
Gln

ctt
Lau

agy

gat
Asp

gtg
val

atg
Met

tce
Ser

aca
Thr
160

tgg

atc
Ile

aca
Thr

cet
Pro

cag
Gln
240

aaa
Lys

tte
Phe

gta
val

ctc
Leu

gaa
Glu
120

289

337

388

433

481

529

577

625

&7

721

769

817

865

913

961
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ggt
Gly

ggc
Gly

age
Ser

gac
Asp

gae
Asp
385

acg
Thr

aaa
Lya

aaa
Lys

grg
val
370

age
Ser

gct gga

Ala

gaa
Glu

ctt
Leu
355

gtg
Val

cag
Gln

Gly

aag
Asn
340

gca

Ala

ttg
Leu

aca
Thr

gta
val
328

aaqg
Lys

aaa
Lys

gta
val

g<g
Ala

gaa
Glu

aga
Arg

gg9
Gly

atg
Met

ace
Thr
390

ES 2 286 892 T3

tce
Ser

tat
Tyx

gaqg
Glu

aaa
Lys
375

QA
Lys

gct
Ala

ggc
Gly

aaa
Lys
360

cgg
Azg

agg
Axg

gtt
val

cca
Pro
345

get
Ala

aaa
Lys

att
Ile

cca
Leu
330

gca
Ala

aat

cgt
Axg

cgg
Arg

aga

Arg

cta
Leu

gtg
Val

gac
Asp

atg
Mat
398

tagtgttgaa ttgtttaaaa acgaccttgt ttctact

<210> 24
<211> 398
<212> PRT

<213> Virus de Influenza equina H3N8

<400> 24

1

65

S0

is

Glu Phe Thr Met

Thr Arg Arg Leu

20

Ile Ala Glu Ala

Met Ile Gln Ala

Gln Arg Leu Asn

Ala Lys Val Leu

Val Gly Arg Arg Ala

$

Ile Gln Leu Ile Val

Ile Ile Val Ala Mat

Val Arg Gly Asp Leu

Pro Met His Gln Leu

Phe Gln Asn Trp Gly

85

70

55

40

36

25

10

Ser Gly Axg Asp Glu Gln Ser

90

g9¢
Gly

age
Ser

cta
Leu

tct
Ser
380

gcc
Ala

75

ttt
Phe

atc
Ile

att
Ile
365

agc
sSer

atc
Ile

60

cte
Leu

aat
Asn
350

999
Gly

ata
Ile

aat
Asn

45

att
Ile
335

gaa
Glu

caa
Gln

ctt
Leu

30

tta
Leu

ctg
Leu

999
Gly

act
Thr

15

95

Thr Ala Ile Leu Arg Lys Ala

Val Phe Ser Gln Glu Asp Cys

Asn Pha Val Asn Arzg Ala Asn

Leu Arg Ris Phe Gln Lys Asp

80

Ile Glu Pro Ile Asp Asn Val

1009

1087

1105

1153

1195

1232
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Ser

Ser

Asp

145

Gln

Glu

Ile

Met

Arg

225

Gln

305

Gly

Gly

Ser

Asp

Asp
les

Gly Met

Leu Arg
115

Thr Giu
130

Gln Axg

Gly Thr

Ile Asn

Arg Asn
158

210

Ala Thr

Met Arg

Leu Pro
Ser Leu
275

Gly Asn
290

Val Leu

Thr Ala

Lys Glu

Lys Leu
3ss

val val
370

Ser Gln

Ile

100

Gly

Arg

Gly

Glu

Gly

180

Trp

Asn

Arg

ABp

rhe

260

Thr

Ser

Gly

Gly

Asn
340

Ala

Leu

Thr

Gly

val

Val

Asn

Lys

165

Pro

Glu

Lys

Ser

val
245

Lys

val
325

Lys

Lys

val

Ala

Ile

Axg

val

Ile

150

Leu

Glu

Ile

1le

Gln

230

Leu

Ala

Asn

val

310

Glu

Gly

Met

Thr
390

ES 2 286 892 T3

Leu

val

val

135

Lau

Thx

Ser

val

Glu

215

Gly

Ala

val

Phe

295

Ala

Ser

Tyr

Glu

Lys
375

Lys

Pro

sSer

120

Ser

Leu

Ile

val

Lys

200

Phe

Ser

280

Asn

Gly

Ala

Gly

Lys
360

Arg

Asp Met Thr

108

Lys

Ile

Ser

Ile

Leu

18s

Ile

Glu

Gly

Phe

Pro

265

Gly

Ala

val

Pro
345

Ala

Lys

Ile

37

Met

Asp

Pro

Tyr
170
val
Gln
Pro
Phe
Asp
250
Glu
Ser
Asn
Leu
Leu

330

Ala

Asn

Arg

Arg

Gly
Arg
Glu

155

Ser

Trp

Phe

val

235

Thr

aln

Gly

Lys

Thr

315

Leu

val

Asp

Met
39S

Pro

val

Phe

140

Glu

Ser

Thr

Ser

Gln

220

Arg

Ala

Ser

Met

Ala

300

Glu

Gly

Ser

Ser
380

Ala

Ser
Asp
12S
Leu

Val

Ser

Gln

205

Ser

Thr

Gln

Arxg

Axrg

285

Thr

Asp

Phe

Ile

Ile
36S

Ser

Ile

Thr
110
Glu
Axg
Ser
Met
Gln

190

Asp

Leu

Ile

Met

270

Ile

Lys

Pro

Leu

Asn
350

Gly

Ile

Asn

Glu

Tyr

val

Glu

Met
175

Trp

Pro

val

Phe

Ile

255

Gln

Leu

Arg

Asp

Ile

335

Glu

Gln

Leu

Met

Serx

Arg

Thr
160

Trp

Ile

Thr

Pro

Gln

240

Lys

Phe

val

Leu

Glu

320

Leu

Leu

Gly

Thr
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<210> 25
<211> 1194
<212> DNA

<213> Virus de Influenza equina H3N8

<400> 25

gaattcacaa
attcaattga
atggtgtttt
aatagagcaa
gcaaaaqtgce
ggaatattge
aaaatgggag
ttaagagttc
caaggaacqg
cccgaatcag
attcaatggt
tecetggeee
caaatgcegag
geegetgete
ggatcgggaa

actaagagge

tggtcggaag
tagtaagtgg
cgcaagaaga
atcagcgett
tttLocagaa
ctgacatgac
tggatgagta
gggatcaaag
aasagctgac
tgttggtcaa
cacaggatcc
ctagggccac
atgtacttgyg
ctcoggaaca
tgaggatact

tcacagtect

ggtacggctg gagtagaatc

aagagatatg gcccageact

gctaatgtgc taattgggca

agcatactta ctgacagcca

<210> 26
<211>23
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 286 892 T3

aagagcaaca
gagagatgaa
ttgcatgata
gaaccccatg
ttgggggatt
cccaageace
ctccagcact
gggaaacata
aataatttat
tacttatcaa
cacaatgtta
cagaagccaa
aacatttgat
gagtaggatg
tgtaagagge
cggaaaagat
tgctgttcta
aagcatcaat

aggggacgtg

gacagcgacc

gccattetca

caatcaattg
caagcagttc
catcaactct
gaacccateg
gagatgtcat
gagagagtgg
ctactgtcee
tcatcatcaa
tggatcatca
tacaataaga
tacagoggtt
actgctcaaa
Qagttetett
aattccccag
gcaggtgcgce
agagggtttc
gaactgagca
gtgttggtaa

aaaaggattc

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400>

26

agcaaaagca ggtagatatt gaa

38

gaaaggcaac
ctgaagcaat
gaggcgattt
tgaggcattt
acaatghgar
tgagaggagt
tggtgagcat
ctgaagaggt
tgatgtggga
ggaactggga
tagaatttga
tcgtaagaac
taataaaact
ctttgacegt
tgttcaacta

ttactgaaga
tcattttagg
aacttgcaaa
tgaaacggaa

ggatggecat

cagaagattg
aattgtagcc
gaacttegtt
ccaaaaagat
gggaatgatt
gagagtcagc
tgaccgtttt
cagtgaaaca
gattaatggt
aattgtgaaa
gccattccag
cctgteecag
ccteectete
taatgtaaga
caataaagec
cccagatgaa
taaagaaaac
aggggagaaa
acgtgactct

caat

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960
1020
1080

1140

1194

23
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ES 2 286 892 T3

<210> 27
<211>24
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 27
agtagaaaca aggtagtttt ttac

<210> 28

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 28
caggaaacag ctatgacc

<210> 29

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 29
taatacgact cactataggg

<210> 30

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 30
tggtgcacta gecagcetg

<210> 31

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

39

24

18

20

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 286 892 T3

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética
<400> 31
ttgcctgtac catctgee

<210> 32

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: :Plantilla sintética

<400> 32
gcaaaagca ggggatattt ctg

<210> 33

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética
<400> 33
agtagaaaca agggtgtttt taa

<210> 34

<211> 16

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 34
gacatccctg actatg

<210> 35

<211> 16

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética
<400> 35

gcatctgtta agtcaa

40

18

23

23

16

16
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<210> 36
<211> 25
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 36
agcaaaagca ggtcaaatat attca

<210> 37

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 37
gaaaacacca tggctacaat tattge

<210> 38

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 38
agaattcaca atggtcggaa gaagagce

<210> 39

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 39
agtagaaaca aggtcgtttt taaacaa

<210> 40

41

25

26

27

27
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LISTADO DE SECUENCIAS

ES 2 286 892 T3

<110> The University of Pittsburg, of the Commonwealth

<120> DE INFLUENZA EQUINA ADAPTADO EN FRIO V

<130> HKZ-033CPPC

<140> no asignado atin
<141> 1999-08-12

<150> 09/133,921
<151> 1998-08-13

<160> 43
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210>1

<211> 1023

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N§

<220>
<221> CDS
<222> (25)..(780)

<400> 1

gcaaaagcag gtagatattt aaag atg agt ctt ctg acc gag gtc gaa acg
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr

tal gtt Cote ree ace gea
Tyr Val lLeu Ser lle Val
10 15

cag aga ctt gaa gat gtc
Gln Arg Leu Glu Asp Val
30

€tc atg gaa tgg cta aag
Leu Met Glu Trp Leu Lys
45

ggg att tta gga ttc gta
Gly Ile Leu Gly Phe Val
60

p |

cla tea
Pro Ser

ttt geca
Phe Ala

aca aga
Thr Axg

ttc acg
Phe Thr
6S

gge cee ete
Gly Pro Leu
20

999 aag aac

5

834 gc¢ce
Lys Ala

acc gat

gAg atc gcg
Glu Ile Ala
2%

ctt gag gea

Gly Lys Asn Thr Asp Leu Glu Ala

s
cca atc ctg
Pro Ile Lsu
S0

ctc acc gtg
Leu Thr val

40

tca cct
Ser Pro

cce agt
Pro Ser
70

40

ctg act aaa
Leu Thr Lys
55

gag cga gga
Glu Arg Gly

51

147

195

243
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ctg
Leu

cca
Pre
80

gaa
Glu

ggt
Gly

gtg
val

ate
Ile

aac

170

gct
Ala

gce
Ala

ace
Thr

cte

cga
Arg
250

cag
Gln
75

aag
Asn

ata
Ile

gca
Ala

aca
Thr

gct
Ala
158

cca

aaa
Lys

atg
Mat

att
1le

gaa
Glu
238

tte
Phe

cqgt
arg

aac
Asn

aca
Thr

cta
Leu

acc
Thr
140

gat
Asp

tta
Leu

gee
Ala

gag
Glu

999
Gly
2240

aat
Asn

aga cgc ttt
Arg Arg Phe

atg gac aga

Met Asp Arg
95

ttc cat ggg
Phe His Gly
110

gcc agc tge
Ala Ser Cys
128

gaa gtg gca
Glu Val Ala

tee cag cat
Ser Gln His

atc aga cat
Ile Arg His
175

atg gag cag
Mer Glu Gln
190

gtt gct agt
Val Ala Ser
205

acc cac cct
Thr His Pro

ttg cag gcc
Leu Gln Ala

ES 2 286 892 T3

gte
val

(-14]
gca
Ala

gca
aAla

atyg
Met

(244
Phe

cga
160

gaa
Glu

atg
MatL

aag
Lys

agc
Ser

tac

Tyr Gln Lys Arg Met

240

caa aat
Gln asn

gta aaa
Val Lys

aaa gag
Lys Glu

gga ctc
Gly Leu
130

ggc ctg
Gly Leu
145

tet cac
Ser His

aac aga
Asn Arg

gca ggg
Ala Gly

gct agg

Ala Arg
210

tcc agt
Sexr Serx
228

gee
Ala

ctg
Leu

gtg
val
118

ata
Ile

gta
val

agyg
Arg

atg
Mec

teg
Ser
198

cag

Gln

gce
Ala

ctt agt
ey Ser
8s

tac agyg
Tyr Arg
100

gca ctc
Ala Leu

tac aac

Tyr Asn

tgc gcc
Cys Ala

cag atg
Gln Met
165

gta tta
Val Lau
180

agt gag
Ser Glu

atg gtr
Met Xaa

ggt ttg
Gly Leu

cag aaa cgg atg gga

245

gga
Gly

aag
Lys

age
Ser

aga

aca
Thr
150

gtg
val

gec
Ala

cag
Gln

cag
Gln

aaa

Lys
230

gtg

Gly Val

aac
Asn

44
Leu

tat

atg
Met
135

tgt

aca
™hr

agt
sey

gca
Ala

gca
Ala
215%

gat
Asp

caa
Gln

aag tgatcctete gttattgcag caagtatcat tgggatctty

Lys

gga
Gly

aaa
Lys

tcc
Serx
120

gga
Gly

gaa
Glu

aca
Thr

ace
ThY

gca
Ala
200

atg
Met

gat
Asp

atg
Met

gat
Asp
aga
108

act

act
Thr

cag
Glan

acc
Thr

acyg
ThY
188

gag
Glu

aga

cte

cag
Gln

291

322

as?

435

483

531

$79

627

675

723

mn

B20

cacttgatat tgrggattct tgatcgectt ttettcaaat rcatttateg togecttaaa @80
tacgggttga aaagagggcec ttctacggaa ggagtacetg agtctatgag ggaagaatat 940
cggcaggaac agcagaatgc tgtggatgtt gacgatggte attttgtcaa catagagetg 2000

gagtaaaaaa ctaccrtgtt tcot 1023

43
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ES 2 286 892 T3

<210>2

<211> 252

<212> PRT

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 2

Met Ser Leu Leu Thr Glu val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Val Pro
1 5 10 1S

Ser Gly Pro Leu Lys Ala Glu Ile Ala Gln Arg Leu Glu Asp Val Phe
20 25 a0

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

Arg Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr Lya Gly Ile Leu Gly Phe val Phe
50 55 60

Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val
65 70 75 80

Gln Asn Ala Leu Ser Gly Asn Gly Asp Pro Asn Asn Met Asp Arg Ala
as 90 95

Val Lys Leu Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu lle Thr Phe His Gly Ala
100 105 110

Lys Glu Vval Ala Leu Ser Tyr Ser Thr Gly Ala Leu Ala Ser Cys Met
118 120 128

Gly Leu Ile Tyr Asn Arg Met Gly Thr Val Thr Thr Glu Val Ala Phe
130 13§ 140

Gly Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gln Ile Ala Asp Ser Gln His Arg
145 150 155 166

Ser His Arg Gln Met Val Thr Thr Thr Asn Pro Leu fle Arg His Glu
165 170 175
Asn Arg Met Val Leu Ala Ser Thr Thr Ala Lys Ala Met Glu Gln Met

180 185 190

Ala Gly Ser Ser Glu Gln Ala Ala Glu Ala Met Glu Val Ala Ser Lys
195 200 208

Ala Arg Gln Met Xaa Gln Ala Met Arg Thr lle Gly Thr His Pro Ser
210 2158 220

Ser Ser Ala Gly Leu Lys Asp Asp Leu Leu Glu Aan Lau Gln Ala Tyr
225 230 235 240

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

44
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<210>3

<211> 756
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 3

<210>4

aggagtctee
aaagccgaga
gcactcatgg
ggattcgtat
caaaatgcce
aggaagctta
actggtgcac
gaagtggcat
tctcacaggc
ttagccagta
gaggccatay
Acccacccta

cagaaacgga

<211> 1023
<212> DNA
<213> Virus de la Influenza equina H3N8

<220>

<2211> CDS
<222> (25)..(780)

tgaccgaggt
tcgecgcagag
aatgyclada
tcacgctcac
ttagtggaaa
aaagagaaat
tagccagety
ttggecrggt
agatggtgac
ccacggctaa
aggttgctag
gctecagtyge

tgggagtgca

ES 2 286 892 T3

cgaaacgtac
lCthllgat
yacadygacea
cgtgcccagt
cggagatcca
aacattccat
catgggacte
atgcgccaca
aacaaccaac
agccatggag
taaggctagyg
cggtttgaaa

aatgcagcga

gttctetcta
gtetttgeag
atcectgteac
gagcgaggac
aacaacatgg
ggggcaaaag
atatacaaca
tgtgaacaga
ccattaatea
cagatggcag
cagatggtrce
gatgatctce

ttcaag

45

tcgtaccatc
ggaagaacac
ttotgactaa
tgcagecgtag
acagagcage
aggtggcact
gaatgggaac
tcgotgatte
gacatgaaaa
ggtcgagtga
aggcaatgag

ttgaaaattt

aggccccecte
cgatcttgag
agggateeea
acgetttgte
aaaactgtac
cagctattce
tgtgacaace
ccagcatcga
cagaatggta
gcaggcagca
aaccattggg

gcaggectac

120

180

240

300

3&0

420

480

540

600

660

720

786
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<400> 4

ES 2 286 892 T3

gcaaaagcag gtagatattt aaag atg agt ctt ctg acc gag gtc gaa acg
Met Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr

tac
10

cag
Gln

ctc

Gly

ctg

cca
Pro

90
gaa
Glu

ggt
Gly

gtg

val

atc
lle
aac
170

gct
Ala

gtt
val

aga

atg
Met

att
Ile

cag
Gln
75

aac

Asa

ata
Ile

gca
Ala

aca

Thy

gct
Ala
155

cca
Pro

aaa
Lys

cte
Leu

ctt
Leu

gaa
Glu

tta
Leu
60

cgt

aac
Asn

&ca

cta
Leu

acc

Thr
140

qat

Asp

tta
Leu

gce
Ala

(a3 4
Ser

gaa
Glu

tgg
Trp

45
gga
Gly

aga

atyg
Met

tte
Phe

gee
Ala
128

gaa

Glu

tce
Serx

ate
Ile

atg
Met

ate
Ile

gat
Asp
30

cta
lLeu

tte
Phe

cge

gac

cat
His
110
age
Ser

gtg

val

cag
Gln

aga

gag
Glu
190

teca
Leu
1s

gte
val

aag
Lys

gta
val

tee
Phe

aga
Arg
95

1

&ca tea gge
Pro Ser Gly

ttt gca ggyg
Phe Ala Gly

aca aga cca
Thr Arg Pro
50

tte acg ctc
Phe Thr Leu
€S

gtc caa aat
Val Gln Asn
80

gca gta aaa
Ala val Lys

gg9g gca aaa gag

Gly

tge
Cys

gca

cat
His

cat
His
178

cag
Gln

Ala Lys Glu

atg gga cte
Met Gly Leu
130

ttt gge ctg

Phe Gly Leu
145

cga tct cac
Axrg Ser His
160

gaa aac aga
Glu Asn Arg

atg goa ggg
Met Ala Gly

46

cce cte
Pro lLau
20

aag aac
Lys Asn
3s

atec ctg
Ile Leu

acc gtg
Thr val

gee ctt
Ala Leu

ctg tac

Leu Tyr
100

gtg gca
val Ala
118

ata tac
Ile Tyr

gta tge

Val Cys

agg cag
Arg Gln

atg gta
Met Val
180

tcg agt
Ser Ser
195

5

aaa
Lys

ace
Thr

tca
Ser

cce
Pro

agt
Sex
8s

agg

cte
Leu

aac

gee

Ala

atg
Met
165

tca

gag
Glu

gce gag atce

Ala

gat
Asp

cct
Pro

agt
Ser
70

gga
Gly

aag
Lys

age
Ser

aga

aca

Thr
150

gtg
val

gee
Ala

cag
Gln

Glu

ctt
Leu

ctg
Leu

1}
gag
Glu

aac
Asn

ctt
Leu

tat

atg
Met
135

tgt

Cys

RCa

agt
Ser

gca
Ala

Ile

gag
Glu
40

act

cga
Arg

gga
Gly

aaa
Lys

tce
Ser
120

gga
Gly

gaa

Glu

ata
lle

ace
Thy

gca
Ala
200

gcg
Ala
28

gca
Ala

Lys

gga
Gly

gat

aga

105

act

act

cag

Gln

ace

acg
185

gag
Glu

51

$5

147

198

243

291

339

387

435

401

$31

579

627
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ES 2 286 892 T3

gee atg gag gtt get agt aag gct agg cag atg gta cag gca atg aga 675
Ala Met Glu Val Ala Ser Lys Ala Arg Gln Met Val Gln Ala Met Arg
205 210 218§

acc att ggg acc cac €Ct age tcc agt gcc ggt ttg aaa gat gat ctc 723
Thr Ile Gly Thr Mis Pro Ser Ser Ser Ala Gly Leu lys Asp Asp Leu
220 223 230

ctt gaa aat ttg cag gcc tac cag aaa cgg atg gga gtg caa atg cag 77
Leu Glu Asn Leu Gln Ala Tyr Gln Lys Arg Met Gly Val Gln Met Gln

238 240 245
Cga ttc aag tgatcctcte gttattgcag caagtatcat tgggatcttg 820
Arg Phe Lys
250

cacttgatat tgtggattct tgatcgcctt ttcttcaaat tcatttatog togecttaaa 880
tacggcttga aaagagggcc ttctacggaa ggagtacctyg agtctatgag ggaagaatat 940
cggcaggaac agcagaatgc tgtggatgtt gacgatggte attttgtcaa catagagetg 1000

gagtaaaaaa ctaccttgtt tct 1023

<200> 5

<211> 252

<212> PRT

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 5

Mat Ser leu Lau Thr Glu Val Glu Thr Tyr Val Leu Ser Ile Leu Pro
1 5 10 15

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

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

Arg Pro Ile Leu Ser Pro Leu Thr Lys Gly Ile Leu Gly Phe val Phe
$0 sS 60

Thr Leu Thr Val Pro Ser Glu Arg Gly Leu Gln Arg Arg Arg Phe Val
65 70 75 80

Gln Asn Ala Leu Ser Gly Asn Gly Asp Pro Asn Asn Met Asp Arg Ala
8s 90 95

Val Lys Leu Tyr Arg Lys Leu Lys Arg Glu Ile Thr Phe His Gly Ala
100 105 110

Lys Glu Val Ala Leu Ser Tyr Ser Thr Gly Ala Lesu Ala Ser Cys Met
118 120 125

Gly Leu Ile Tyr Asn Arg Met Gly Thr val Thr Thr Glu Val Ala Phe
130 138 140

Gly Leu Val Cys Ala Thr Cys Glu Gln Ile Ala Asp Ser Gln Hiz Arg
145 150 158 160

47
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<210> 6

Ser

210

Ser
2235

Gln

<211> 756
<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 6

<210>17
<211>1

atgagtcecete
aaagccgaga
gcactcatgg
ggattcgtat
caaaatgccc
aggaagctta
actggtgcac
gaagtggcat
teotcacagge
ttagccagta
gaggccatgyg
acccaccecta

cagaaacgga

762

<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N§

<220>
<221>c¢

ds

<222> (30)..(1724)

His Arg Gln

Arg Met Val

Gly Ser Ser
198

Arg Gln Met

Ser Ala Gly

Lys Arg Met

Met
165

Leu
180

Glu

val

Leu

aly
245

tgaccgaggt
tegegcagag
aatggctaan
tcacgctecac
tcagtggaaa
aaagagaaat
tagccagctg
ttggcctggt
agatggtgac
ccacggctaa
aggttgctag
gctecagtge

tgggagtgcea

ES 2 286 892 T3

vVal Thr Ile Thr Asn Pro Leu Ile

Ala Ser Thr Thr Ala

Gln Ala Ala Glu Ala

170

188

200

Gln Ala Met Arg Thr

215

Lys Asp Asp Leu Leu

230

Val Gln Met Gln Arg

cgaaacgtac
acttgaagat
gacaagacca
cgtgcccagt
cggagatcca
aacattccat
catgggacte
atgcgccaca
aataaccaac
agccatggag
taaggctagg
cggtttgaaa

aatgcagcga

Lys

Met

Ile

Glu

Ala Met
Glu val
205

Gly Thr
220

Asn lLeu

235

250

gttctctcta
gtetttgcag
atcctgtcac
gagcgaggac
aacaacatgg
ggggcaaaag
atatacaaca
tgtgaacaga
ccattaatca
cagatggcag
cagatggtac
gatgatctce

ttcaag

48

Phe

Lys

tcttaccate
ggaagaacac
ctctgactaa
tgcagcgtag
acagagcagt
aggtggcact
gaatgggaac
tcgetgatte
gacatgaaaa
ggtcgagtga
aggcaatgag

ttgaaaattt

Arg His Glu

178

Glu Gln Met
190

Ala Ser Lys

His Pro Ber

Gln Ala
240

aggccceete
cgatettgag
agggatttta
acgctttgtc
aaaactgtac
cagctattec
tgtgacaace
ccagcatcga
cagaatggta
gcaggcagca
aaccattggg

geaggectac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

230

756
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<400> 7

ES 2 286 892 T3

agcaaaagca ggggatattt ctgtcaatc atg aag aca acc att att ttg ata
Met Lys Thr Thr Ile Ile Leu Ile
1 5

CCA CEZ ALC €At Tgg gTtC TAC &gt CaA AAC CCa RCC &gt gl aac asc
Pro Leu Thr His Trp Val Tyr Ser Gln Asn Pro Thr Ser Gly Asn Asn

10 15 20

aca gcc aca tta tgt ctg gga cac cat gea gta gca aat gga aca ttg
Thr Ala Thr Leu Cys Leu Gly His His Ala val Ala Asn Gly Thr Leu
25 30 35 40

gta aaa aca ata act gat gac caa att gag gtg aca aat gct act gaa
val Lys Thr Tle Thr Asp Axp GIn Tle Glu Val Thr Asn Ala Thr Glu
45 50 55

tta gtt cag agc att tca ata ggg aaa ata tgc aac aac tca tat aga
Leu Val Gln Ser lle Ser Ile Gly Lys 1le Cys Asn Asn Ser Tyr Arg
11 65 70

gtt cta gat gga aga aat tgc aca tta ata gat gca atg cta gga gac
Val Leu Asp Gly Arg Asn Cys Thr Leu Ile Asp Ala Met Leu Gly Asp
75 80 8s

ccec cac tgt gat gtc ttt cag tat gag aat tgg gac ctc ttc ata gaa
Pro His Cys Asp Val Phe Gln Tyr Glu Asn Trp Asp Leu Phe lle Glu
90 95 100

aga agc agc gct tte age agt tge tac cca tat gac atc cct gac tat
Arg Ser Ser Ala Phe Ser Ser Cys Tyr Pro Tyr Asp Ile Pro Asp Tyr
108 110 118 120

gca tcg cte ¢gg tcc att gta gca tcc tca gga aca ttg gaa ttc aca
Ala Ser Leu Arg Ser Ile Val Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Thr
128 130 135

gca gag gga ttc aca tgg aca ggt gtc act caa 2ac gga aga agt gga
Ala Glu Gly Phe Thr Trp Thr Gly Val Thr Gln Asn Gly Arg Ser Gly
140 145 150
tcc tgc aaa agg gga tca goC gat agt ttc ttt age cga ctg aat tgg
Ser Cys Lys Arg Gly Ser Ala Asp Ser Phe Phe Ser Arg Leu Asn Txp
1558 160 165

Ccta aca gaa tct gga aac tct tac ccc aca tty aat gtg aca atg cct
Leu Thr Glu Ser Gly Asn Ser Tyr Pro Thr lau Asn Val Thr Met Pro
170 178 180
2ac aat aaa aat ttc gac aaa cta tac atc tgg ggg att cat cac ccg
Asn Asn Lys Asn Phe Asp Lys Leu Tyr lle Trp Gly Ile His His Pro
185 190 198 200
agc tca Aac aaa gag cag aca aaa ttg tac atc caa gaa tcg gga cga
Ser Ser Asn Lys Glu Glan Thr Lys Leu Tyr Ile Gla Glu Ser Gly Arg

205 210 215

gta aca gtc tca aca 2aa aga agt caa cCaa aca ata atc cct aac ate
Val Thr Val Ser Thr Lys Arg Ser Gln Gln Thx Ile Ile Pro Asn Ile
220 228 230

49

53

101

149

197

245

293

341

389

437

405

533

581

629

€77

735
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gga
Gly

tgg
Trp

aac
Asn

2848
tct
Ser

att
Ile

aac
Asn

tta

gga
Gly
345

atg
Met

gga
Gly

aat

Gln

gag
Glu
425

gaa

Glu

gca
Ala

tet
Ser

acc
Thr
250

tta
Leu

gta
val

aca
Thr

aaa
Lys

aag
Lys
330

ate
Ile

gtt
val

caa
Gln

gga
Gly

ata
Ile
410

aag

Lyg

teg
Leu

gaa
Glu

aga
235
att

Ile

gtt
val

atg
Met

cca
Pro

gct
val
315
ctg
Leu

tee
Phe

gat

get
Ala

aaa
Lys
395

gag
Glu

tat
Tyr

ctg
Leu

atg
Met

ccg
Pro

gta
val

gca
Ala

aga
Arg

aat
Asn
300

ACa

Thr

gee
Ala

gga
Gly

Gly

gca
Ala
380

tta
Leu

2aa
Lys

cecg
Pro

tca
Ser
285

gga
Gly

tat

act
Thx

gca
Ala

tgg
Trp
365

gat
Asp

aac

gte
val

cce
Pro

cg99
Arg
270
gat
Asp

ag¢c
Ser

gga
Gly

Gly

ata
Ile
3s0

tat

cta

Leu

aga

ES 2 286 892 T3

agg
Arg

gga
Gly
255

g9
Gly

gca
Ala

ate
Ile

aaa
Lys

atg
Met
335

gcg
Ala

gga
Gly

aag
Lys

gtg

Asn Arg Val

Aaag gaa ttc tca
Phe Ser

Lys

gta
Val

atg
val

aatc

460

Glu

gaa
Glu

gct
Ala
445

aaa
Lys

418§

gac acc
Rap Thr

430
cta

Leu

tta
Leu

aaa
Lys

tte
Phe

agt
Gly

240
gat

Asp

tat

cce
Pro

cec
Pro

tge
Cys
320

agg

gga
Gly

tte
Phe

agce
Ser

att
Ile

400

gaa
Glu

aaa
Lys

aat
Asn

gag
Glu

caa
Gln

atc
Ile

et
Phe

ata
Ile
&ac
308
cee

Pro

aat

tte
Phe

cga

act
Thr
385

gaa
Glu

gta
Val

ata
Ila

caa
Gln

aag
Lys
465

50

teca
Ser

cta
Leu

aaa
Lys

gac
Asp
290

gac

Asp

aag
Lys

gta
val

ata
Ile
tat
370

caa
Gln

agg
Arg

gaa
Qlu

gac
Asp

cat
Ris
450

act
Thr

gge
Gly

atg
Met

ttg
Leu
278

att
Ile

aaa
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

gaa
Glu
3ss5

caa
aln

gcs
Ala

acc
Thr

999
aly

cta
Leu
43S

&CA

Thr

aga
Arxg

agg
Arg

ata
Ile
260

aaa
Lys

tgt
Cys

cca
Pro

ate
Ile

gaa
Glu
340

aac

Asn

&ac
Asn

gce
Ala

aat
Asn

agg
Axg
420

tgg

att
Ile

ata
Ile
245

aac
Asn

aca
Thr

gtg
val

ttt
Phe

agg
328
aag

Lys

ggce
Gly

tcg
Ser

ate
lle

gag
Glu

405

acc cag
Ile Gln

tce tac

Ser Tyr

gac tta
Asp Leu

cag

Gln Leu

age
Ser

agt
Ser

999
Gly

tct
Ser

caa
Gln
310

caa

Gln

caa
Gln

tgg
Trp

gaa
Glu

gac
Asp
390

aaa
Lys

tta

470

ata
Ila

aat

axa
Lys

gaa
Glu
295

aat
Asn

aac

ate
Ile

gaa
Glu

gga
Gly
375

cag
Gln

tte
Phe

gac
Asp

aat
Agn

aca
Thy
455

aga

Arg

tac
Tyx

gg¢c
Gly

agc
Ser
280
tgt
Cys

gtg
val

act

aga

gga
Gly
360

aca

ate
1le

cat
His

ttg
Leu

gea
Ala
440

gat

gaa
Glu

73

821

869

917

965

1013

1062

1109

1157

1205

1253

1301

1349

1397

1448
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aac gcg
Asn Ala
gat aat

450
ata tac

Ile Tyr
505

gag ttg
Glu Leu

ata tea
Ile Ser

gct tgc
Ala Cys

gaa
Glu
475

gca
Ala

aga
Arg

aaa
Lys

tge
Cys

caa
Gln
855

gac
Asp

tgc
Cys

gat
Asp

tca
Serx

tee
Phe
540

aaa
Lys

atg
Met

ate
Ile

gaa
Glu

Gly
5258

tta

Leu

gge
Gly

gga
Gly

gga
Gly

gca
Ala
510

tac

Tyr

ate
Ile

aac
Asa

ES 2 286 892 T3

ggt
Gly

tca
Ser
498

tta

Leu

aaa
Lys

tge
Cys

atc
Ile

gga
Gly
480

ata
Ile

aac
Asn

gat
Asp

get
val

aga

Arg
560

gatagttaaa aacacccttg tttctact

<210> 8
<211> 565
<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 8
Met
Gln
His
Ile

Lys
6s

Glu

Ser

val
145

Lys

Ala

Clu
50

Ile

Ile

Asn

Pro

Ser
130

Thr

Thr

Thr

Ile

Pro Thr Ser

val
3s
val

Trp
Tyr
118
Gly

Gln

20
Ala

Asp
100

™hr

Asn

Asn

Asn

Met
85

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

Leu

tgt tte
Cys Phe

aga aat
Arg Asno

aac cgg
Asn Arg

tgyg ata
Txp Ile
530

gte eta
Val Leu
545

tge aac
Cys Asn

Ile Pro

Gly Asn Asn Thy

as

Gly Thr Leu Vval

Ala

Ser
70

Thr
55

Tyr

40
Glu Lcu

Arg Val

Leu Gly Asp Pro

Phe

Pro

Glu

Arg
150

Ile

Asp

Phe
135

Ser

Glu Arg
105

Tyr Ala
120

Thr Ala

Gly Ser

51

aag
Lys

999
Gly

tee
Phe
815

ctg
Leu

ttyg

att
Ile

0

Lys
val

Lau

His
S0

Ser
Ser

Glu

Cys

ata

tac

cac

I1le Tyr His

aca
Thr
S00
caa
Gln

tgg
Trp

ggt
Gly

tgc
Cys

Thr

Thr

Gln

Agp

18
Cys
Ser

Leu

Gly

Lys
135

485

tat

Tyr

atc
Ile

att
Ile

tee
Phe

att
Ile
565

His

Ile

Bcr
60

Gly

Asp

Arg

Phe
140

gac

Asp

aaa
Lys

tca
Ser

att

aaa
Lys

cat
His

ggt
Gly

ttc
Phe
53%

atg

tgt
Cys

tac

TyT

gte
val
§20

gece
Ala

tag

Ile Met Trp

$50

tgagtaaact

3

?

45
Ile

Axg
val

Phe

Ser
128

Thr

Gly

val

Tyr
1S

1453

1541

1589

1637

1685

1734

1762

Ser

Leu Gly His

o

Asp Asp Gln

Ser Ile Gly

Asn

Phe

Ser
110
Ile

Trp

Serx

Cys

Gln
95

Ser

Thr
80

Tyr

Cys

Val Ala

Thr Gly

Ala Asp

160
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Ser Phe Phe Ser Arg
165

Pxo Thr Leu Asn Val
180

Tyr Ile Trp Gly Ile
195

Leu Tyr Ila Gla Glu
210

Gln Gln Thr Ile Ile
228

Gln Ser Gly Arg Ile
245

ES 2 286 892 T3

Leu Asn Trp Leu Thr Glu Ser Gly Asn Ser Tyr
170 178

Thr Met Pxro Asn Asn Lys Asn Phe Asp Lys lLeu
185 190

His His Pro Ser Ser Asn Lys Glu Glan Thr Lys
200 208

Sar Gly Arg val Thr Val Say Thr Lya Arg Ser
215 220

Pro Asn Ile Gly Ser Axrg Pro Arg Val Ary Gly
230 238 240

Ser Ile Tyr Trp Thr Ile Val Lys Pro Gly Asp
250 258

Ile Leu Met Ile Asn Ser Asn Gly Asn Leu Val Ala Pro Arg Gly Tyr

Phe Lys Leu Lys Thr
275

Ile Asp Ile Cys Val
290

Asn Asp Lys Pro Phe
308

Pro Lys Tyr Ile Arg
325

Asn Val Pro Glu Lys
340

265 270

Gly Lys Ser Ser Val Met Arg Ser Asp Ala Pro
200 285

Ser Glu Cys Ile Thr Pro Asn Gly Ser Ile Pro
29S8 300

Gln Asn Val Asn Lys Val Thr Tyr Gly Lys Cys
310 1S 320

Gln Asn Thr Leu Lys Leu Ala Thr Gly Met Arxg
330 3318

Gln Ile Arg Gly Ile Phe Gly Ala lle Ala Gly
345 aso

Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly Phe

355

Arg Tyr Gln Asn Ser
370

Thr Gln Ala Ala Ile
38s

Glu Arg Thr Asn Glu
408

Val Glu Gly Arg Ile
420

Ile Asp Leu Trp Ser
435

Gln His Thr Ile Asp
450

Lys Thr Arg Arg Gla
465

360 36s

Glu Gly Thr Gly Gla Ala Ala Asp Leu Lys Ser
kird 380

Asp GIn Ile Asn Gly Lys Leu Asn Arg Val 1lle
3%0 398 400

Lys Phe His Gln Ile Glu Lys Glu Phe Ser Glu
410 415

Gln Asp Leu Glu Lys Tyr Val Glu Asp Thr Lys
425 430

Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Ala Leu Lys Asn
440 443

Leu Thr Asp Ala Glu Met Asn Lys Leu Phe Glu
455 460

Leu Arg Glu Asn Ala Glu Asp Met Gly Gly Gly
470 475 480

52
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<210>9
<211>1

Cyg Phe

Arg Asn

Asn Arg

Tp Ile
530

val Leu
545

Cys Asn

695

<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 9

atgaagacaa
agtggcaaca
gtaaaaacaa
atrtcaatag
ttaatagatg
ctettcatag
gcategetec
acatggacag
agtttettta
gtgacaatge
agctcaaaca
acaaaasgaa

caatcaggca

Lys
485

ES 2 286 892 T3

490

Ile Tyr His Lys Cys Asp Asn Ala Cys Ile

Gly Thr Tyr Asp His Tyr Ile Tyr Arg Asp Glu

500

Phe
515

Gln Ile

Leu

Leu Gly Phe

Ile Cys 1lle
565

ccattatttt
acacagccac
taactgatga
ggaaaatatg
caatgctagyg
aasgaagcag
ggtecattge
gtgtcactca
gccgactgaa
ctaacaataa
aagagcagac
gtcaacaaac

ggataagcat

50§

Lys Gly Vval Glu Leu Lys Ser Gly
530

535

525

Trp lle Ser Phe Ala Ile Ser Cys Phe Leu

540

Gly Ser lle
455

Ala Leu Aan
510

Tyr Lys Rsp

Ile Cys Val

Ile Met Trp Ala Cys Gln Lys Gly Asn Ile Arg
555

550

gataccactg
attatgtctg
ccaaattgag
caacaactca
agacccecac
cgctttcage
agcatcctea
aaacggaaga
ttggctaaca
aaatttcgac
aaaattgtac
saataatccct

atactggacc

acccattggg
ggacaccatg
gtgacaaatg
tatagagttc
tgtgatgtcet
agttgctace
ggaacattgg
agtggatcect
gaatctggaa
aaactataca
atccaagaat
aacatcggat

attgtaaaac

53

tctacagtca
cagtagcaaa
ctactgaact
tagatggaag
ttcagtatga
catatgacat
aattcacage
gcaaaagggg
actettaccee
tctgggggat
cgggacgagt
ctagaccgeg

ctggagatat

560

aaacccaacc
tggaacatcg
agttcagage
aaattgcaca
gaattgggac
cecctgactat
agagggatte
atcagccgat
cacattgaat
tcatcacccg
aacagtctca

ggtcaggggt

cctaatgata

€0

120

1680

240

300

380

420

480

540

600

660

720

780
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<210>
<211>

aacagtaatg
tctgtaatga
ggaagcatcc
cccaagtata
aagcaaatca
atggtrgatg
gatctaaaga
gaaaggacca
atccaggact
gaattgetgyg
aaattattcqg
tgtttcaaga

tatgaccatt
gagttgaaat

ttaatttgeg

tgcaacattt

10
1762

<212> DNA
<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>

<221> CDS
<222> (30)..(1724)

<400>

10

gcaacttagt
gatcagatge
CCRACTACAR
tcaggcaaaa
gaggaatctt
ggtggtatggq
gcactcaage
Acgagaaatt
tggagaagta
tggctctaaa
agaagactag
tataccacaa

acatatacag

caggctacaa
ttgrectatct

gcatt

ES 2 286 892 T3

tgcacegegy

acccatagac
accatticaa
cactttaaag
tggagcaata
attccgatat
agccatcgac
ccatcaaata
tgtagaagac
aaatcaacat
acgecagtta
atgtgataat

agatgaagca

agattggata

gggtttcatt

ggatatttta
atttgtgegt
aatgtgaaca
ctggccactyg
gcgggattca
caaaactcgyg
cagatcaatg
gagaaggaat
accaaaatag
acaattgact
agagaaaacg
gcatgcattyg

ttaaacaace

ctgtggacte

atgtgggctt

aattgaaaac
ctgaatgtat
aagttacata
ggatgaggaa
tagaaaacqq
aaggaacagg
gaaaattaaa
tctcagaagt
acctatggtce
taacagatgc
cggaagacat
gatcaataag

ggtttcaaat

cattcgccat

gccaaaaagg

agggaaaage
tacaccaaat
tggasaatge
tgtaccagaa
ctgggaagga
acaagctgca
cagagtgatt
agaagggagg
ctacaatgca
agaaatgaat
gggaggtgga
asatgggaca
caaaggtgtt
atcatgeottc

caacatcaga

2gCAAAAGCR ggggatattt CtgtCaatc atg Aag aca acc att att ttg ata
Met Lys Thx Thr Ile Ile Leu Ile

1

s

cta ctg acc cat tgg gtc tac agt caa aac cca acc agt ggc aac aac
Leu Leu Thr His Trp val Tyr Ser

10
aca gee
Thr Ala

2S5
gta
Val

aas
Lys

teca
Leu

gee
Val

aca
Thr

aca
Thr

cag
Gln

tta tge
Leu Cys

ata
lle

act
Thr

45
att
Ile

age
Ser
60

15

€tg gga cac
Leu Gly His

30

gat gac caa
Asp Asp Gln

tca ata ggg
Ser Ile Gly

Gln Asn Pro Thr Ser Gly Asn Asn

tat gca gta geca
Ala val Ala

His

20

k)

att
Ile
50

aaa
Lys
65

54

gag gtg aca
Glu Val Thr

ata tgc aac
Ile Cys Asn

aat g

aac t
AsSn S

aat gga aca ttg
Asn Gly Thr Leu

40

ct act gaa

Asn Ala Thr Glu

S5
ca tat

er Tyr
70

aga
Arg

840

300

9260

1020
1080
1140
1200
1260
1330
1380
1440
1500

1560
1620

1680

1695

53

10

149

197

245
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gtt
val

cce
Pzo

aga

cta gat

75

His Cys

105

gca
Ala

gca
Ala

tce
Ser

cta
Leu

aac
Asn

age
Ser

tcg
Ser

gag
Glu

tgce
Cys

aAca
Thr

gga aga
Leu Asp Gly Arg

cac tgt gat gtc
Asp Val

age get tece
Ser Ala Phe

ctc cgg tcc
Leu Arg Ser Ille

aat
Asn

tet
Phe

age
Serxr
110

ate

125

gga ttc aca
Gly Phe Thr Trp

140

aaa agg gaa
Lys Arg Glu Ser

155

170

185

agc

aat
Asn

tgg

tca

gaa tet gga aac
Glu Ser Gly Asn

aaa aat ttc gac
Lys Asn Phe

Asp
190

tca aac aaa gag cag

ES 2 286 892 T3

tgc
cys

cag
Gln
95

aget
ser

gta
val

aca
Thr

gce
Ala

tet
Ser
175

aaa
Lys

aca

aca cta
Thr Leu
8o

tat gag
Tyr Glu

tgc
Cys

cac

gca tce
Ala Ser

ggt gtc
Gly val

145

gat agt
Asp Ser
160

tae ¢ce
Tyr Pro

cta tac

Leu Tyr

aaa ttyg

ata gat gca atg cta gga gac
Ile Asp Ala Met Leu Gly Asp

8s

aat tgg gac ctc ttc ata gaa
Asn Trp Asp Leu Phe lle Glu
100

cca tat gac atc cct gac tat
Pro Tyr Asp Ile Pro Asp Tyr

115

120

tca gga aca ttg gaa ttc aca
Ser Gly Thr Leu Glu Phe Thr

130

1315

act caa aac gga aga agt gga
Thr Cln Asn Gly Arg Ser Gly
150

ttc ttt agce cga ctg aat tgg
Pha Phe Ser Arg Leu Asn Trp

165

AcA ttg aat gtg aca atg cct
The Leu Asn Val Thr Met Pro
1980

atc tgg ggg att cat cac ccg
Ile Trp Gly lle His His Pro

135

200

tac atc caa gaa tca gga cga

Ser Ser Asn Lys Glu Gln Thr Lys Leu Tyr Ile Gln Glu Ser Gly Arg
210

gta
val

gga
Gly

tgg
Trp

aac
AsSn
265

tet
Ser

att
Ile

aca
T™Thr

tect
Ser

ace
Thr
250

tta

Leu

gta
val

aca
Thr

gee
val
aga
235
ate

Ile

gtt
val

atg
Mat

cca
Preo

205

cca aAca
Ser Thr
220

ceg tgg
Pro Trp

gta aaa
vVal Lys

gca ccg
Ala Pro

aga tca

Arg Ser
288

aat gga
Asn Gly
300

aas
Lys

gte

aga
Axg

agyg

val Arg

cct gga
Pxo Gly Asp

255

€99 gg9a

270

Gly

gat gca
Asp Ala

agc atc

Ser

Ile

age
Ser

ggt
Gly
240

gat

tat
Tyr

cccC
Pro

cee
Pro

caa

caa aca ata

Gln Gln Thr Ile

225

caa

tca ggc agg

Gln Ser Gly Arg

atc cta acg ata
Ile Leu Thr Ile

260

ttt aaa ttg aaa
Phe Lys Leu Lys

2758

ata gac att tgt
Ile Asp Ile Cys
290

aac gac aaa cca
Asn Asp Lys Pro

305

55

ace ¢ct
Ile Pyo
230

ata agce
Ile Ser
245

aac agt
AsSn Ser

aca ggg
Thr Gly

gtg tct
val ser

tct caa
Phe Gln
310

218

aAC ate
Asn Ile

ata tac
Ile Tyr

aat ggc
Asn Gly

aaa agce
Lys Ser
280

gaa tgt
Glu Cys
29S

aat gtg
Asn Val

293

34

389

437

485

533

581

629

677

i

773

821

917

965
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ES 2 286 892 T3

aac aaa gtt aca tat gga aaa
Asn Lys Val Thr Tyr Gly Lys
315

tta aag ctg gcc act ggg atg
Leu Lys Leu Ala Thr Gly Met
330 ais

gga atc ttt gga gca ata gcyg
Gly Ile Phe Gly Ala lle Ala
4S5 350

atg gttt gat ggg tgg tat gga
Met Val Asp Gly Trp Tyr Gly
365

gga caa gct gca gat cta aag
CGly Gln Ala Ala Asp Leu Lys
380

tgc

Cys
320

g9
Arg

gga
Gly

tte
Phe

agce
Ser

cce
Pro

aat
Asn

cte
Phe

cga
Arg

act
Thr
388

aag tat atc
Lys Tyr Ile

gta cca gaa
val Pro Glu
340

ata gaa aac
Ile Glu Asn
ass

tat caa aac
Tyr Gln Asn
370

caa gca gee
Gln Ala Ala

agg
Arg
32s

aag

Lys

ggc
Gly

tecg
Ser

ate
Ile

aat gga aaa tta aac aga gtg att gaa agg acc aat gag

Asn Gly Lys Leu Asn Arg Val
395

cCaa ata gag aag gaa ttc tca
Gln Ile Glu Lys Glu Phe Ser
410 415

gag aag tar gta gaa gac acn
Glu Lys Tyr Val Glu Asap Thr
425 430

caa aac
Gln Asn

caa ate
Gln Ile

tgg gaa
Trp Glu

gaa gga
Glu Gly
375

gac cag
Asp Gln
390

aaa tte

acet

aga

gga
Gly
360

aca
Thr

atc
Ile

cat

Ile Glu Arg Thr Asn Glu Lys Phe His

400

gaa

Lys

405

gta gaa ggg aga atc
Glu Val Glu Gly Arxg lle

420

ata gac cra tgg tee
Ile Asp Leu Trp Ser

438

56

cag gac ttg
Gln Asp Leu

tac aat gea
Tyr Asn Ala

440

1013

10861

1109

1187

1205

1253

1301

1349
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gaa
Glu

gca
Ala

aac

gat
Asp

ata
Ile
505

gag
Glu

ata
Ile

gcet
Ala

ttg
Leu

gaa
Glu

gcg
Ala

aat
Asn
490

tac

Tyr

ttg
Leu

tca
Sex

tge
Cys

ctg gtg
Leu Vval

atg aat
Mot A=zn
460

gaa gac
Glu Asp
475

gea tge
Ala Cys

aga gat
Arg Asp

aaa tca
Lys Ser

tge tte
Cys Phe
540

Caa aaa
Gln Lys
555

gct
Ala
445

aaa
Lys

atg
Mct

ate
Ile

gaa
Glu

ggc
Gly
525

tta
Leu

ggc
Gly

ES 2 286 892 T3

cta gaa
Leu Glu

tta tte
Leu Phe

gga ggt
Cly Cly

gga tca
Gly Ser
495

geca tta
Ala Leu
S10

tac aaa

Tyt Lys

att tge
Ile Cys

aac atc
Asn Ile

aat
Asn

gag
Glu

gga
Cly
480

ata
Ile

aac
Asn

gat
Asp

gte
val

aga
Arg
560

gatagttaaa aacaccettg tttetact

<210> 11
<211> 565
<212> PRT

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 11

Mat
1l

Lys Thr Thr Ile 1lle

S

Gln Asn Pro Thr Ser Gly

His

Ile

Lys Ile Cys Asn Asn

65
Leu

20

Leu

Asn

Ala Val Ala Asn Gly Thr

3s

Glu Val Thr Asn Alas

SO

Ile ASp Ala Met

70

Thy
s5

caa
Gln

aag
Lys
468

tgt
Cys

aga
Arg

aac
Asn

tgg
Trp

gtt
val
545%

tge
Cys

Ile

Asn

Lau
40

Glu

Ser Tyr Axyg

Leu Gly Asp

cat
His
450
act
Thr

tte
Phe

aat
Asn

cgg

ata
lle
530

cta
Leu

aac
Asn

Leu

Thr
28

Val

Leu

val

Pro

aca
Thr

aga

aag
Lya

q99
Gly

tte
Phe
515

cty

ttg
Leu

att
Ile

Leu
10

Ala

Lys

val

Leu

Hise
90

att
Ile

cge
Arg

ata
Ile

aca
Thr
S00

caa
Gln

tgg

ggt
Gly

tge
Cys

Thx

Thr

Thr
aln
Asp

7s
Cys

gac
Asp

cag
Gln
tac
485

tat

ate
Ile

ate
Ile

tec
Phe

atc
lle
565

tta
Leu

tta
Leu
470

cac

His

gac

asa
Ly®

tca
Ser

att
Ile
550

aca
Thx
453

aga

aaa
Lys

cat
His

ggt
Gly

(4 4
Phe
53s

atg
Met

gat
Asp

gaa
Glu

tgt

Cys

tac

Tyr

gte
val
520

gce

Ala

tgg
Trp

tgagtaaact

His Trp Val Tyr

1§

Leu Cys Leu Gly

30

Ile Thr Asp Asp

45

Ser Ile Ser Ile

60

Gly Arg Asn Cys

Asp Val Phe Gln

95

1397

1445

1493

1541

1589

1637

1685

1734

1762

Ser

His

Gln
Gly

Thr
a0

Tyx

Glu Asa Trp Asp Leu Phe Ile Glu Arg Ser Ser Ala Phe Ser Ser Cys

100

108

57

110
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Tyr

Ser

Val

145

Sar

Leu

Gln
228

Gln

Tle

Phe

Ile

Asn

308

Pro

Phe

Arg

Thr
38S

Pro Tyr Asp

Ser

130

Thr

Phe

Thr

Ile

210

Gln

Ser

Leu

Lys

Asp

290

Asp

Lys

Val

Ile

Tyr
370

Gln

118

Gly

Gln

Phe

Leu

Trp
195
lle

Thr

Cly
Thr
Leu
278

Ile

Lys

Pro
Glu
35§

Gln

Ala

Thx

Asn

Ser

Asn
180

Gly

Gln

Ile

Arg

Ile
260

Lys
Cys
Pro
Ile
Glu
40
Asn

Asn

Ala

Ile

Leu

Gly

165

val

Ile

Glu

Ile

Ile

245

Ann

Thr

val

Phe

228

Lys

Gly

Ser

Ile

ES 2 286 892 T3

Pro Asp Tyr Ala

Glu

Arg

150

Leu

Thr

His

Ser

Pro
230

Ser

Sar

Gly

Ser

Gln

310

Gln

Gln

Trp

Glu

Asp
390

Phe

138

Ser

Asn

Met

His

Gly
218

Ile

Asn

Lys

Glu

295

Asn

Asn

Ile

Glu

‘Gly

378

Gln

120

Thr

Gly

Pro
PFro

200

Ile

Gly

Ser
280

Cys

Val

Thx

Arg

Gly

350

Ile

Ala

Ser

Asn
185
Ser

val

Gly

Trp

Arn
265

Ser

Ile

Asn

Gly
345
Met

Gly

Asn

Sex

Glu

Thr
170
Asn

Ser

Ser

Thr

250

l.eu

val

Thr

Lys

Lys

330

Ile

val

Glo

Gly

Leu

Gly

Lys

1ss

Glu

Lys

Asn

val

235

Ile

val

Met

Pro

Val

315

Leu

Phe

Asp

Ala

Lys
395

Arg Ser
125

phe Thr
140

Arg Glu

Sex Gly
Asn Phe
Lys Glu

205

Ser Thr
220

Pro Trp

val Lys

Ala Pro
Arg Ser
28S

Asn Gly
300

Ala Thr

Gly Ala
Gly Trp
J6s

Ala Asp
380

Ile

Trp

Ser

Asn

190

Gln

Lys

Val

Pro

Arg

270

Asp

Ser

aly

Gly

Ile

aso

Leu

val

Thr

Ala

Ser

178

Lys

Thr

Gly

255

Gly

Ala

Ile

Lys

Met

335

Ala

aly

Lys

Ala

Gly

Asp

160

Leu

Lys

Sex

Gly
240

Asp

Pro

‘Pro

Cys
320
Arg
Gly

Phe

Ser

Leu Asn Arg Val 1lle

400

Glu Arg Thr Asn Glu Lys Phe His Gln Ile Glu Lys Glu Phe Ser Glu
410

405

418

val Glu Gly Arg Ile Gln Asp lLeu Glu Lys Tyxr Val Glu Asp Thr Lys
425

420

58

430
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Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Ala Leu Glu Asn

435

Gln His Thr Ile Asp Leu Thr Asp Ala Glu Met Asn Lys

4S0

Lys Thr Axg Arg Gln Leu Arg Glu Asn Ala Glu Asp Met
470

Cys Phe Lys Ile Tyr His Lys Cys Asp Asn Ala Cys Ile

465

485
Arg Asn
500

Phe Gln Ile

515
Leu

Asn Arg

Trp Ile
30

Val Leu Leu Gly Phe
S4S

Cys Asn Ile Cys lle

565

<210> 12

<211> 1695

<212> DNA

<213> Virus de influenza equina H3N8

<400> 12

atgaagacaa
agtggcaaca
gtaaaaacaa

atttcaatag
ttaatagatg
crcrecatag
gcatcgetee
acatggacag
agtttcttta
gtgacaatgc
agctcaaaca

acaaaaagaa

caatcaggca

ccattattee
acacagccac
taactgatga
ggaaaatatg
caatgctagg
aaagaagcag
ggtccattgt
gtgtcactca
gccgactgaa
ctaacaataa
aagagcagac
gtcaacaaac

ggataagcat

440

485

Lys Gly Val Glu Leu Lys Ser Gly Tyr Lys Asp

445

460

478

450

505

520

$35

Ile Met Trp Ala Cys Gln Lys Gly Asn

550

gatactactg
attatgtctg
ccaaattgag

caacaactca
agacccecac
cgettteage
agcatcetca
aaacggaaga
ttggctaaca
aaattrcgac

aaaattgtac
aataatccet

atactggace

Gly Thr Tyr Rsp His Tyr Ile Tyr Arg Asp Glu Ala

525

Trp lle Ser Pha Ala Ile Ser Cys Phe Leu Ile

540

5§58

acccattggy
ggacaccatg
gtgacaaatg
tatagagttc
tgtgatgtcet
agttgctacc
ggaacattgg
agtggatect

gaatctggaa
asactataca

atccaagaat
aacatcggat

attgtaaaac

59

tctacagtca
cagtagcaaa
ctactgaate
tagatggaag
ttcagtatga
catatgacat
aattcacagc
gcaaaaggga
actcttacce
tctgggggat
caggacgagt

Ctagaccgtg
ctggagatat

Leu Phe Glu

Gly Gly Gly

480

Gly Ser Ille

495

510

Cys Val

Ile Arg
560

aaacccaace
tggaacattyg
agttcagagce
aaattgcaca
gaattgggac
cectgactat
agagggattc
atcagcegat
cacattgaat

tcatcaccey

aacagtctca

ggtcagyggt

cctaacgata

Lau Asn

120

180

240
300
360
420
480
S40
€00

660
720
780
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aacagtaatg
tctgtaatga
ggaagcatce
cccaagtata
aagcaaatca
atggttgatg
gatctaaaga
gaaaggacca
atccaggact
gaattgctgg
aaattattcyg
tgtttcaaga
tatgaccatt
gagttgaaat
ttaatttgcg

tgcaacattt

gcaacttagt
gatcagatgc
ccaacgacaa
tcaggcaaaa
gaggaatcLt
ggtggtatgy
gcactcaage
atgagaaatt
tggagaagta
tggeeotaga
agaagactag
tacaccacaa
acatatacag
caggctacaa
ttgttctatct

gcate

ES 2 286 892 T3

tgcaccgegy
accecatagac
accatttcaa
cactttaaag
tggagcaata
attccgatat
agccategac
ccatcaaata
tgtagaagac
aaatcaacat
acgccagtta
atgtgataat
agatgaagca
agattggata

gggtticate

ggatatttta
atttgtgtgt
aatgtgaaca
ctggcecactg
gegggattea
caaaactegg
cagarcaatg
gagaaggaat
accaaaatag
acaattgact
aAgAgQAARACY
gcatgeattyg
ttaaacaacce
ctgtggattt

atgtgggett

aattgaaaac
ctgaatgtat
aagttacata
ggatgaggaa
tagaasacgyg
aaggaacagg
gaaaattaaa
tctcagaagt
acctatggtc
taacagatgc
cggaagacat
gatcaataag
ggtttcaaat
catteogecat

gccaaaaagg

agggaaaagc
tacaccaaat
tggaaaatgc
tgtaccagaa
ctgggaagga
acaagctgea
cagagtgatt
agaagggaga
ctacaatgca
agaaatgaat
gggaggtgga
asatgggacs
caaaggtgtt
atcatgette

caacatcaga

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1580

1695

<210> 13

<211> 1241

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>
<221> cds
<222> (28).. (1239)

<400> 13

agcaaaagca ggtcaaatat attcaat atg gag aga ata aaa gaa ctg aga gat S4
Met Glu Arg Ile Lys Glu Leu Arxg Asp
a s
CgC gag ata cta aca aas act act gtg
Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr Val
20 23
tca gga aga caa gag aag
Ser Gly Arg Gln Glu Lys
40
atg aaa tac cca
Met Lys Tyr Pro
S5
gag aga aat gaa
Glu Arg Asn Glu
70

cta atg tca caa tec oge
Melt Ser Gln Ser Arg

10 15
gac cac atg gcc ata atc aag aaa tac aca
Asp His Met Ala Ile Ile Lys Lys Tyr Thr

3o k1
agg atg aag tgg atg atg
Arg Met Lys Trp Met Met

50
atg
Met

ace
Thr

102

150

ctt
Leu
45
aag ata atg gaa
Lys Ile Met Glu
60 (1]

aac
Asn

cee
Pro

gca
Ala

gca 198

Ala

att
Ile

aca
Thr

geca
Ala

gat att

Ile

cct
Pro

ag9g9 cag 246

Gln

60
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999
Gly

atg
Met
90

acg

gtt
Val

caa
Gln

cte
Leu

aat
170

ace

caa
Gln
75

gta
val

age
Fer

gaa
Glu

gte
val

agt
Ser
158

gaa
Glu

aaa
Lys

ace
Thr

tca
Ser

aca
Thrx

aga

Arg

aag
Lys
140

gee

Ala

gty
val

gag
Glu

cte
Leu

cct
Pro

ate
Ile

tta
Leu
128

ata
Ile

ana
Lys

gga
Gly

Ada
Lys

tgg
Trp

ctg
Leu

cat
His
110

ala

Lys

aga

gaa
Glu

gce
Ala

aza
Lys
190

age
Ser

gca
Ala
95

tat

Cac
His

54

gca
Ala

aga

Arg
175

gaa
Glu

ES 2 286 892 T3

aaa
Lys
80

gtg
val

cca
Pro

gga
Gly

aga
Arg

caa
Gln
160

att
Ile

gaa
Glu

acg aac
Thr Asn

aca tgg
Thr Trp

aaa gt¢
Lys Val

acec ttet
Thr Phe
130

gtt gat
Val Asp
145

gat gtg
ASp Val

cta aca
Leu Thr

ctt cag
Leu Gln

61

gat
Asp

tgg
Trp

tac
Tyrxr
115

gg¢c
Cly

gta
val

atc
Ile

teg
Ser

gac
Asp
1958

gct
Ala
aat
100
aaa

Lys

cce
Pro

aac
Aan

atg
Met

gaa
Glu
180

tge
Cys

ggc
Gly
85

agg
Arg

act
Thr

gte
val

cct
Pro

gaa
Glu
1658

tca

Ser

aaa
Lys

tca
ser

aat
Asn

tat
Tyr

cat
Hio

ggt
Gly
150

gtt
Val

caa
Gln

atc
Ile

gac
Asp

gga
Gly

tte
Phe

(244
Phe
135

cac

His

gtt
val

cta
Leu

gece
Ala

cca
Pro

gaa
Glu
120

239
Arg

gcg
Ala

tte
Phe

aca
Thr

cce
Pro
200

gta
val

aca
Thr
105

daa

Lys

aat
Aon

gac
Asp

cca
Pro

ata
Ile
185

ttg

294

342

330

438

486

534

582

€30
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atg
Met

ctce

ctg
Leu

gt
val
250

ata
Ile

gaa
Glu

-] 44
leu

gca
Ala

1444
Phe
330

acg

Thr

gaa
Glu

acc

att
Ile

<210> 14
<211> 404
<212> PRT

gta
val

cca
Pro

act
Thr
235

aga
Arg

gtg
val

atg
Met

aag
Lys

atg
Met
318

aag
Lys

gg¢
Gly

tte
Phe

aga

Axg

gee
Ala
395

gca
Ala

gtg
val
220

cag

Gln

aac
Asn

aga
Arg

tgc
Cys

cag
Gln
300

999
Cly

aga

aac

aca
Thr

aga

Arg
380

gaa
Glu

tac

Tyr
208

gee
Ala

gga
Gly

gat
Asp

aga
Arg

cac
His
285

aat
Asn

tta

aca

ctt
Leu

acg
Met
365

teg
Leu

gca
Ala

atg
Mat

ggc
Gly

aca
Thr

gac

gcg
Ala

270

agt
Ser

cca
Pro

aga
Arg

agt
Ser

caa
Gln
380

gte
val

att
Ile

ata att
Ile Ile

cta
Leu

gga
Gly

tgc
Cys

att
Ile
28$S

aca
Thr

aca
Thr

ac
Thr

att
Ilc

gga
Gly
335

aca

Thr

gga
Gly

caa
Gln

ES 2 286 892 T3

gaa
Glu

aca
Thr

tgg
240
gat

Asp

gta
Val

cag
Gln

gag
Glu

age
13 4
320

tca
Ser

ttg
Leu

aga
Arg

ttg
Leu

aga
Arg

age
Ber
225

gaa
Glu

caa
Gln

tca
Serxr

att
Ile

gaa
Glu
308

tca
8cr

tca
Ser

aAda
Lys

aga

Arg

ata
Ile
8s

gag
Glu
210

agt
Ser

caa
Gln

agt
Ser

gca
Ala

ggt
Gly
290

caa
Gln

tca
Sar

gte
val

ata
Ile

gca
Ala
370

gta
Val

ttg
Leu

gta
val

atg
Met

tta
Leu

gat
Asp
278

gga
Gly

gct
Ala

tte
Phe

aag
Lys
aga
3ss
aca

Thr

agt
Ser

gtc
vVal

tac

tac

ate
Ile
260
cca

Pro

ata
lle

gtg
Val

agc
Scr

aga
340

gtg
val

gee
Ala

g99

cga
Arg

att
Ile
acc
245
att

Ile

cta
Leu

agg

gat
Asp

ttc
Phe
328

gaa
Glu

cat
His

ate
Ile

aga

Lys

gaa
Glu
230

cca

Pro

get
Ala

geca
Ala

atg
Met

ata
1le
310

ggt
Gly

gaa
Glu

gaa
Glu

cte
Leau

gat

Gly Arg Asp

gta gcc atg gtg ttt te

val Ala Met val Phe

400

<213> Virus DE la influenza equina H3N8

62

3%0

aca
Thr
218

gcg
val

gga
Gly

gcc
Ala

tee
Ser

gta
val
295

tge

gga
Gly

gaa
Glu

ggc
Gly
aga
378

gaa
Glu

aga
Arg

ttg
leu

gga
Gly

cgg
Arg

ctg
Leu
280

gac
Asp

aaa
Lys

tte
Phe

atg
Met

tat

Tyr
360

aag

Lys

caa
Gln

tte
Phe

cat
His

gaa
Glu

aac
Asn
265

ctg
Leu

atc
Ile

gca
Ala

ace
Thr

ctt
Leu
345

Glu

gca
Ala

tca
Ser

678

726

774

822

870

918

966

1014

1062

1120

1158

1206

1241
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<400> 14

Met Glu

ES 2 286 892 T3

Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr Val Asp His Met Ala Ila

Lys Tyr Thr Ser Gly Arg Gln Glu Lys Asn Pro Ala Leu Arg Met

Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile Thr Ala Asp Lys Arg Ile

Glu Met Ile Pro Glu Arg Asn Glu Gln Gly Gln Thr Leu Trp Ser

6S

Thr Asn Asp Ala

Thr Trp Trp Asn
100 105

Lys Val Tyr Lys Thr Tyr Phe Glu Lys Val Glu

Thr

Val Asp Val Asn Pro Gly Mis Ala Asp Leu Ser Ala Lys Glu Ala

145

Asp

Leu

Leu

Arg

Ser
225

Glu

Gln

Ser

Ile

Glu
308

35

S0

115

Phe Gly
130

198

Glu Leu
210

Ser Val

Gln Met

Ser Leu

Ala Asp
275

Gly Gly
290

Gln Ala

20 25

40

55

70

as 90

120

135

30

45

75

Gly Ser Asp Arg Val Met Val Ser Pro Leu Ala

Arg Asn Gly Pro Thr Thr Ser Thr Ile His Tyr

110

135

Pro Val His Phe Arg Asn Glan Val Lys Ile Arg Arg

140

150 155

168 170

200

Val Arg Lys Thr Arg Phe Leu
215

Tyr Ile Glu Val Leu His Leu
230

Tyr Thr Pro Gly Gly Glu Vval
245 250

Ile Ile Ala Ala Arg Asn Ile
260 265

Pro Leu Ala Ser Leu Leu Glu
2890

Ile Arg Met Val Asp Ile Leu
29S

Val Asp Ile Cys Lys Ala Ala
310

63

Val lle Met Glu Val val Phe Pro Asn Glu Val Gly Ala Arg

Thr Ser Glu Ser Gln Leu Thr Ile Thr Lys Glu Lys Lys Glu
180 185

Gln Asp Cys Lys Ile Ala Pro Leu Met Val Ala Tyr Met Leu Glu

190

205

Arg Leu Lys His

15

Ile

93

Arg Ile Lys Glu Leu Arg Asp Leu Met Ser Gln Ser Arg Thr

Lys

Lys

Lys

80

Val

Pro

Gly

Arg

Gln

160

175

Ile

Glu

Pro Val Ala Gly Gly Thr

220

Thr Gln Gly Thr
235

Arg Asn Asp ARsp

Val Arg Arg Ala
270

Met Cys MHis Ser
285

Lys Gln Asn Pro
300

Met Oly Leu Arg
315

Cys
Ile
285
Thr
Thr

Thr

Ile

Trp
240
Asp
Val
Gln

Glu

Ser
320
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ES 2 286 892 T3

Ser Phe Ser Phe Gly Gly Phe Thr Phe Lys Arg Thr

32s 330

Ser

val Lys Arg Glu Glu Glu Met Lau Thr Gly Asn Leu

340 345

Ser

Ile Arg Val His Glu Gly Tyr Glu Glu Phe Thr Met

3ss 380 355

Lya

Arg Ala
370

Thr Ala lle Leu Arg Lys Ala Thr Arg Arg Leu
375 380

Ile val

38s

5exr Gly Arg Asp Glu Gln Ser Ile Ala Glu Ala
350 385

<210> 15

<211> 1214

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 15

atggagagaa
acaaaaacta
aagaacccceg
aagaggataa
acgaacgatyg
aggaatggac
aaagttgaaa
ataagacgga
gatgtgatca
tcacaactaa
ttgatggtag
gectggcggaa
gaacaaatgt
attgctgccc
ctggaaatgt
aatccaacag
tcatcattca
gaagaagaaa
gaagaattca
trgartoaat

gccatggtgt

taaaagaact
ctgtggacca
cacttaggat
tggaaatgat
ctggctcaga
caacaacgag
gacttaaaaca
gagttgatgt
tggaagttgt
caataaccaa
catacatgct
caagcagtgt
acaccccagy
ggaacatagt
gccacagtac
aggaacaagce
goetttggtgg
tgcttacggy
caatggtegg

tgataqraag
ttee

gagagatcta
catggccata
gaagtggatyg
tcctgagaga
ccogegtaatg
cacaattcat
cggaaccttt
aaaccctggt
ttteccaaat
agagaazana
agaaagagag
atacattgaa
aggagaagtt
gagaagagcg
acagattggt
tgtggatata
attcaccttt
caaccttcaa
aagaagagca

tgggngngat

atgtcacaat
atcaagaaat
atggcaatga
aatgaacagg
gtatcacctc
tatccaaaag
ggccecegttce
cacgeggace
gaagtgggag
gaagaacttc
ttggtcecgaa
gtgttgcate
agaaacgatg
acagtatcag
ggaataagga
tgcaaagcag
aagagaacaa
acattgaaaa
acagccatte

gaacaatcas

64

cccgcaccey
acacatcagg
aatacccaat
ggcaaaccet
tggcagtgac
tctacaaaac
actttaggaa
tcagtgccaa
ccagaattct
aggactgcaa
aaacaagatt
tgactcaggyg
acattgatca
cagatccact
tggtagacat
caatggggtt
gtggatcatc
taagagtgca
tcagaaaggc
ttgetgaage

Ser QGly Ser

33s

Gln Thr Leu
iso

Val Gly Arg

Ile Gln Leu

Ile val
400

Ile

cgagatacta
aagacaagag
tacagcagat
ttggagcaaa
atggtggaat
ttattttgaa
tcaagtcaag
agaagcacaa
Jacaccggaa
aattgcccee
cctcecagtyg
aacatgctgg
aagtttaatt
agcatccctg
ccttaagcag
aagaattagce
agtcaagaga
tgaaggctat
aaccagaaga

antaattgra

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1214
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<210> 16

<211> 1241

<212> DNA

<213> Virus de la Influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS
<222> (28)..(1239)

<400> 16

ES 2 286 892 T3

agcaaaagca ggtcaaatat attcaat atg gag aga ata aaa gaa ctg aga gat 5d

cta atg tca caa tce £ge
Leu Met Ser Gln Ser Axg
10 15

gac cac atg gce ata ate
ASp His Met Ala Ile Ile
o

aac ¢cc gca ctt agg atg
Asn Pro Ala Leu Arg Met
45

&Ca gca gat aag agg ata
Thr Ala Asp Lys Arg Ile
60

ggg caa acc ctt tgg age
Gly Gln Thr Leu Trp Ser
75

atg gta tca cct ctg gca
Met Val Ser Pro Leu Ala
90 95

aCg agc aca att cat tat
Thr Ser Thr Ile His Tyr
110

gtt gaa aga tta aaa cac
val Glu Arg Leu Lys Hia
135

caa gtc aag ata aga cgg
Gln Val Lys Ile Arg Arg
140

ctc agt gcc aaa gaa gca
Leu Ser Ala Lys Glu Ala
155

ace
Thr

aag
Lys

aag
Lys

atg
Mat

aaa
Lys
8o

gtg
val

cca
Pro

gga
Gly

aga

caa
Gln
160

Met Glu Arg lle Lys Glu lLeu Arg Asp

cge
Arg

aaA
Lys

tgg

gaa
Glu
€5

acg
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

ace
Thr

gtt
val
145

gat
Asp

1

gag
Glu

tae

atg
Met

S0
atg
Met

aac
Asn

tag

gte
Val

tee
Phe
130

gat

gtg
val

65

ava
Ile

atg
Met

att
Ile

gat
Asp

tgg
Trp

cac
His
115

ggc
Gly

gta
Val

ate
Ile

cta
Leu
20

cea
Ser

gca
Ala

cct
Pro

gct
Ala

aat
Asn
100

Lys

cce
Pro

aac
Asn

atg
Met

5

ACA AAA AcCtE

Thr

gga

Lys

aqga

Gly Arg

atg
Met

gag
Glu

gge
Gly
8s

293

acet

gte
val

cct
Pro

gaa
Glu
165

aaa
Lys
aga

70
tca

Ser

aat

tat

cat
His

ggt
Gly
150

gtt
val

Thr

caa
Gln
tac

Ss

aat

gac
Asp

gga
Gly

tte
Phe

ttt
Phe
135

cac
His

gtt
Val

ace
Thr

gag
Glu
40

cca

Pro

gaa
Glu

cca
Pro

gaa
Glu
120

agg

geg
Ala

tte
Phe

gtg
val

25
Ilg

Lys

att
lle

cag
Gln

gta
val
aca
105

aat
Asn

gac
Asp

cca
Pro

102

150

198

246

294

342

g0

438

4986

534
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aat
Asn
170

ace

atg
Met

cte

ceg
Leu

gte
val
250

ata
Ile

gaa
Glu

ctt

gca
Ala

tee
Phe
330

acg

gaa
Glu

acc
Thr

att
Ile

gaa
Glu

aaa
Lys

gta
val

cCca
Pro

act
Thr
235

aga

gtg
Val

atg
Met

aag
Lys

atg
Met
31§

aag

Lys

ggc
Gly

tte
Phe

aga

gct
Ala
395

gtg
val

gag
Glu

gca
Ala

grg
val
220

cag
Gln

aae
Asn

aga

tge
Cys

cag
Gln
300

g9g9
Gly

aga

asc
Asn

aca
Thr

aga
Arg
380

gaa
Glu

gga gcc aga
Gly Ala Arg
175

434 a2aa gaa
Lys Lys Glu
190

tac atg cta
Tyr Met Leu
3208

get ggc gga
Ala Gly Gly

gga aca tge
Gly Thr Cys

gat qac att

Asp Asp Ile
255

aga gcg aca
Axrg Ala Thr
370

cac agt aca
His Ser Thr
285

aat cca aca
Asn Pre Thr

tta aga att
Leu Arg Ile

aca agt gga
Thr Sexr Gly
338

ctt caa aca
Leu Gln Thr
350

atg gtc gga
Met Val Gly
36S

ttg att caa
Leu Ile Gln

gca ata att
Ala Ile Ile

ES 2 286 892 T3

att cta
Ile Leu

gaa ctt
Glu Leu

gaa aga
Glu Arg

aca agc
Thr Ser
228

tgg gaa
Trp Glu
240

gat caa
Asp Gln

gta tca
Val Ser

cag att
Gln Ile

gag gaa
Glu Glu
305

agc tca
S8er Ser
320

tca teca
Ser Ser

ttg aaa
Leu Lys

aga aga

Arg Arg

ttg ata
Leu Ile
385

gta gcc
Val Ala
400

aca
Thr

cag
Gln

gag
Glu
210

agt
Serx

caa
Gln

agt
Ser

gca
Ala

ggt
Gly
290

caa

Gln

tca
Ser

gtc
val

ata
Ile

gca
Ala
370

gta
Val

atg
Mat

66

teg gaa tca caa cta
Ser Glu Ser Gln Leu
180

gac tgc aaa att gcc
Asp Cys Lys Ile Ala
195

ttg gtc cga aaa aca
Leu val Arg Lys Thr
215

gta tac att gaa gtg
val Tyr Ile Glu Val
230

atg tac ace cea gga
Met Tyr Thr Pro Gly
245

tta att ate get gee
Leu Ile Ile Ala Ala
260

gat cca cta gca tcc
Asp Pro Leu Ala Ser
275

gga ata agg atg gta
Gly Ile Arg Met Vval
398

gct gtg gat ata tgce
Ala Val Aop Ile Cys
310

ttc agc ttt ggt gga
Phe Ser Phe Gly Gly
32s

aag aga gaa gaa gaa
Lys Arg Glu Glu Glu
Je0

aga gtg cat gaa ggc
Arg val His Glu Gly
3ss

ACR gCC att ctc aga
Thr Ala Ile Leu Arxg
375

agt 999 aga gat gaa
Ser Gly Arg Asp Glu
380

gtg ttt tc
Val pPhe

aca
Thr

cee
Pro
200

aga

Arg

tty
Leu

gg9a
Gly

4 i
Axg
ctg
280
gac

Asp

aaa
Lyn

ttc
Phe

atg
Met

tat

Tvr
360

aag
Lys

caa
Gln

ata
Ile
188

ttg
Leu

tte
Phe

cat
His

gaa
Glu

aac
Asn
265

ctg
Leu

ate
Ile

geca
Ala

ace

ctt
Leu
345

gaa
Glu

gca
Ala

tca
Serx

582

630

678

726

174

922

870

918

966

1014

1062

1110

1158

1206

1242
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<210> 17
<211> 404
<212> PRT

ES 2 286 892 T3

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 17

Met Glu Arg Ile Lys Glu Leu Arg Rsp lLeu Met Ser Gln Ser Arg Thr
2 S 10 b

Arg Glu Ile Leu Thr Lys Thr Thr Val Asp His Mat Ala Ile Ile Lys
20 25 o

Lys Tyr Thr Ser Gly Arg Gln Glu Lys Asn Pro Ala Leu Arg Met Lys
3s 40 45

Trp Met Met Ala Met Lys Tyr Pro Ile Thr Ala Asp Lys Arg Ile Met
50 55 60

Glu Met Ile Pro Glu Arg Asn Glu Gln Gly Gla Thr Leu Trp Ser Lys
(3] 10 75 80

Thr Asn Asp Ala Gly Ser Asp Arg Val Met Val Ser Pro Leu Ala Val
1 90 95

Thr Trp Trp Asn Arg Asn Gly Pro Thr Thr Ser Thr Ile His Tyr Pro
100 105 110

Lys Val His Lys Thr Tyr Phe Glu Lys Val Glu Arg Leu Lys His Gly
115 120 125

Thr Phe Gly Pro Val His Phe Arg Asn Gln Val Lys Ile Axrg Arg Arg
130 138 140

Val Asp Val Asn Pro Gly His Ala Asp Leu Ser Ala Lys Glu Ala Gln

67
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245

Asp Val

Leu Gln
Arg Glu
210

Ser Ser
225

Glu Gln

Gln Ser

Ser Ala

Ile Gly
2%

Glu Gln
308

Ser Ser

Ser Val

Lys Ile

370

lle val
38s

Ala Met
<210> 18

<211> 1214
<212> DNA

Ile

Ser

Asp

198

Leu

val

Met

Leu

Asp

275

Gly

Ala

Phe

Lys

3s5

Ser

val

Met
Glu

180

Val

Tyr

Ile

260

Pro

Ile

val

Ser

Arg
340

val

Gly

Phe

Glu

165

ser

Lys

Arg

Ile

Thr

245

Ile

Arg

Asp

Phe

3as

Glu

His

Ile

Arg

150

val

Gln

Ile

Lys

Glu

230

Pro

Ala

Ala

Met

Ile

310

Gly

Glu

Glu

Ley

Asp
350

<213> Virus de la influenza equina H3N8

ES 2 286 892 T3

Val Phe

Leu Thr

Ala Pro
200

Thr Arg
218

val Leu

Gly Gly

Ala Arg

Ser Leu

280

val Asp
29§

Cys Lys

Gly Phe

Glu Met

Gly Tyr
360

Arg Lys
37?5

Glu Gln

Pro

Ile

1es

Leu

Phe

His

Glu

Asn

268

Leu

Ile

Ala

Leu
345

Glu

Ala

Ser

68

Asn

170

Thr

Met

Leu

Leu

val

250

Ile

Glu

Leu

Ala

Phe

330

Glu

Thr

Ile

185

Glu

Lys

val

Pro

Thr

238

Arg

val

Met

Lys

Met
315

Llys

Gly

Phe

Arg

Ala
395

val

Glu

Ala

val

220

Gln

Asn

Arg

Cys

Gln

300

Gly

Arg

Asn

Thr

Arg
380

Glu

Gly
Lys
Tyr
205
Ala

Gly

Asp

His
28S
Asn

Leu

Leu

Met
365

Leu

Ala

Ala

Lys

190

Met

Gly

Thr

Asp

Ala

270

Ser

Pro

Arg

Ser

Gln

350

val

Ile

Ile

160

Arg Ile
178

Glu Glu

Leu Glu

Gly Thr

Cys Trp
240

Ile Asp
285

Thr val

Thr Gln

Thr Glu

Ile Ser

320

Gly Ser
335

Thr Leu

Gly Arg

Gln Lau

Ile Val
400
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<400> 18

atggagagaa
acaaaaacta
aagaaccecey
aagaggataa
acgaacgatyg
aggaatggac
aaagttgaaa
ataagacgga
gatgtgatca
tcacaactaa
ttgatggtag
gctageggaa
gaacaaatgt
attgetgeee
ctggaaatgt
aatacaacag
tcatcattca
gaagaagaaa
gaagaattca

ttgattcaat

tazaagaact
ctgtggacca
cacttaggat
tggaaatgat
ctggctcaga
caacaacgag
gattaasaca
gagttgatgt
tggaagttgt
caataaccaa
catacatgct
caagecagtgt
acaccccagg
ggaacatagt
gccacagtac
aggaagaaga
getttggtgg
tgcttacggyg
caatggtcgg

tgatagtaag

geccatggtgt tete

ES 2 286 892 T3

gagagatcta
catggccata
gaugtygatg
tcctgagaga
ccgegtaatyg
Cacaattcat
cggaaccttt
aaaccctggt
tLtcccaaat
agagaaaaaa
agaaagagag
atacattgaa
aggagaagtt
gagaagagcg
acagattggt
tgtggatata
attcacctte
caaccttcaa
aagaagagca

tgggagagat

<210> 19

<211> 1233

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<220>
<221> CDS
<222> (3)..(1196)

atgtcacaat
atcaagaaat
atggcaatga
aatgaacagg
gtatcacete
tatccaaaag
ggccceogtte
cacgcggace
gaagtgggag
gaagaacttce
ttggtcegaa
gtgttgcate
agasacgatg
acagtatcag
ggaataagga
tgcaaagcag
aagagaacaa
acattgaaaa
acagccatte

gaacaatcaa

69

cccgcacceg

acacatcagg
aatacccaat
ggcaaaccet
tggcagtgac
tccacaaaac
attttaggaa
tcagtgccaa
ccagaattct
aggactgcaa
aaacaagatt
tgactcaggg
acattgatca
cagatccact
tggtagacat
caatggggtt
gtggatecatc
taagagtgca
tcagaasggce

ttgctgaage

cgagatacta
aagacaagag
tacagcagac
ttggagcaaa
atggtggaat
ttattttgaa
tcaagtcaag
agaagcacaa
aacatcggaa
aattgcceec
cctcccagtg
aacatgetgg
aagtttaatt
agcatcectg
ccttaagcag
aagaattagc
agtcaagaga
tgaaggctat
aaccagaaga

aataattgta

60

120

180

240

o0

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1214
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<400> 19

ES 2 286 892 T3

ta gaa ttcC aca atg gtc gga aga aga gca &ca gcc att ctc aga aag
Glu Phe Thr Met Val Gly Arg Arg Ala Thr Ala Ila Leu Arg Lys

gca
Ala

tca
Ser

tgc
cys

gat
LT
gtg

val

atg
Met

tece
Sar

cgg
Axg

aca
Thr
160

tgg

ate
Ile

acs
Thr

b §

d4CcC

Thr

att
Ile

atg
Met

cag
Gln
65

gca
Ala

atg
Mat

tca
Sex

agc
Ser

gat
Acp
145

caa
Gln

gag
Glu

ate
Ile

atg
Met

ayd

qct
Ala

ata
Ile
50

cge

Arg

Lys

qga
Gly

ttg
Leau

act
Thr

130

caa
Gln

gga
Gly

att
Ile

agg
Arg

tta
Leu
210

aya
Arg

gaa
Glu

35
aaa
Lys

ttg
Leu

gtg
val

atg
Met
aga
115

gag
Glu

agg

acg
Thr

aat
Asn

aac
Asn
195

tae
Tyr

tig
Leu
20

qca
Ala

gca
Ala

aac
Aan

ett
Leu

ate
Ile
100

gga
Gly

aga
Arg

gga
Gly

gaa
Glu

ggt
Gly
180

tgg
Trp

aat
Asn

S

att
Ile

ata
Ile

gtt
val

cce
Pro

tte
Phe
as

gga
Gly

gtg
val

gtg
Val

aac
Aan

aag
Lys
165

cce

Pro

gaa
Glu

aag
Lys

caa
Gln

att
1le

cga

atg
Met
70

cag

Gln

ata
Ile

aga

gtg
val

ata
Ile
150

ctg

gaa
Glu

ate
Ile

ata
Ile

ttg
Leu

gta
vVal

ggc
Gly
55

cat

Him

aat

teg
Leu

gte
Val

gtg
val

138

cta
Leu

aca
Thr

tca
Ser

gtg
Val

gaa
Glu
218

10

ata gta agt
Ile Val Ser
25

gcc atg gtg
Ala Met Val
40

gat ttg aac
ASp Leu AsSn

caa ctc ttg
Gln Lau Leu

tgg ggg att

Trp Gly Ile
90

cct gac atg
Pro Asp Met
108

agc aaa atg
S8exr Lya Met
120

agce att gac
Ser Ile Asp

ctg tece cct
Leu Sexr Pro

ata att tat
Ile Ile Tyr
170

gtg ttg gtc
vVal Leu Val
188

aaa att caa
Lys Ile Gln
200

ttt gag cca
Phe Glu Pro

70

939 aga gat
Gly Arg Asp

tee
Phe

tte
phe

agg
Arg
75

gaa
Glu

ace
Thr

gga
Gly

cgt
Azrg

gaa
Glu
155

tca

Ser

aat
Asn

tgg
Trp

tte
Phe

tcg
Ser

gtt
val
60

cat

His

cce
Pro

cca
Pro

gtg
val

cee
Phe

140

gag
Glu

tca
Ser

act
Thr

tca
Ser

cag
Gln
220

caa
Gln
45

aat
Asn

tte
Phe

ate
Ile

age
Ser

gat
Asp
125

tta
Leu

gtc
val

tca
ser

tat

cag
Gln
205

tee
Ser

gaa
Glu

30
gaa
Glu

aga

caa
Gln

gac
Asp
acc
110
gag
Glu

aga
Arg

agt
Ser

atg
Met

caa
Gln
180

gat
Asp

ety
Leu

15

caa
Gln

gat

Asp

gca
Ala

aaa
Ly=n
aat

9s
gag

Glu

tac

Tyx

gtt
val

gaa
Qlu

atg
Met
178

tgg

cecc
Pro

gte
Val

47

143

in

239

287

335

383

431

479

527

$75

623
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cct
Preo

cag
Gln
240

aaa
Lys

tte
Phe

gta
val

ctc

gaa
Glu

999
Gly Asp

agg
Arg

235
caa

Gln

cte

tct
Ser

aga

aca
Thr
308

ggt
Gly

ta ggt
Gly

ct gac
Thr Asp

age
Ser

gac

gee
Ala

atg
Met

cee
Leu

tct
Ser

ggc
Gly
290

gtc
Val

acg
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys

gtg
Val

acc
Thy

cga

cet
Pro

teg
Leu
278

aat

Asn

cte
Leu

gct
Ala

aga agc caa
Axg Ser Gln

230

gat gta ctt
Asp Val Leu
245

ttt gce geot
Phe Ala Ala

260

act gtt aat
Thr val Asn

tcc cca gtg
Sar Pro Vval

gga aag gat
Gly Lys Asp

310

gga gta gaa
Gly Vval Glu

gaa aac
Glu Asn

340

ctt gca
Leu Ala

355

370

385

age
Ser

gtg ttg
val Leu

cag aca
Gln Thr

325

aag aga tat
Lys Arg Tyr

aaa 999
Lys Gly

gta atg
Val Met

gcg acc
Ala Thr

ES 2 286 892 T3

tac

Tyr

gga
Gly

gect
Ala

gta
Val

ttc
Phe
295

gca

Ala

tct
8er

gag
Glu

aaa
Lys

agc
Ser

aca
Thr

cct
Pro
aga
280

aac
Asn

ggt
Gly

gct
Ala

ggc
Gly

aaa
Lys

ggt
Gly

ttt
Phe

ccg
Pro
265

gga
Gly

tac

gcg
Ala

gttt
val

cca
Pro

tte
Phe

gat
Asp
250
gaa
Glu

tcg
Ser

aat

ctt
Leu

cta

gta
Val
238

act

Thr

cag
Gla

gg9a
Gly

asa
Lys

act
Thr
318

aga

330

348

360

375

350

aaa

cgg
Arg

agg
Lys Axg

get
Ala

aaa
Lys

att
Ile

tagtgttgaa ttgtttaaaa acgaccttgt ttctact

<210> 20
<211> 398

<212> PRT
<213> Virus de la influenza equina H3N§

71

‘gca
Als

aat
Asn

cgt
Axg

cgg
Arg

aga acc ctg ttt
Atg Thr Leu Phe

gct caa ata ata
Ala Gln Ile Ile

255

agt agg atg cag
Ser Arg Met Gln
270

atg agg ata ctt
Met Arg Ile Leu

285

gcc act aag agg
Ala Thr Lys Arg

300

gaa gac cca gat
Glu Asp Pro Asp

ggg ttt ctc att
Leu Arg Gly Phe Leu Ile

cta agc atc
Leu Ser Ile

gtg cta att
val Leu Ile

365

gac tct age
Asp Ser Ser

380

atg gecc ate
Met Ala Ile

395

335

aat gaa

Asn Glu
aso

g99 caa
Gly Gln

ata ctt
Ile Leu

aat
Asn

719

767

a1s

863

9511

10607

1055

1103

1151

1196

12313
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<400> 20

Glu

Thr

Ile

Gln
6S

Ser

Ser

Asp

145

Gln

Glu

Ile

225

Gln

Ser

Phe Thr

Ala Glu
3s

Ile Lys
50

Arg Leu

Lys Val

Gly Met

Leu Arg
115

Thr Glu
1310

Gln Arg

Gly Thr

Ile Asn

Axg Asn
195

Leu Tyx
210

Ala Thr

Met Arg

Leu Pro

Sar Leu

275

Gly Asn
190

Met
Leu

20
Ala

Ala

Asn

1le
100
Qly
Arg
Gly
Glu
Gly

180

Asn

Arg

Phe
260

Thr

Ser

val

Ile

Ile

Val

Pro

Phe

85

aly

val

val

Asn

Lys

16S

Pro

Glu

Lys

Ser

val

248

Ala

val

Pro

ES 2 286 892 T3

Gly

Gln

lle

Met

70

Gln

Ile

Arg

val

Ile

150

Leu

Glu

Ile

Ile

Gln

210

Ala

Asn

Val

Arg

Leu

Val

Gly

55

His

Asn

Leu

val

val

135

T™r

Ser

val

Glu

215

Gly

Ala

val

Phe
295

Arg

Ile

Ala

40

Asp

Gln

Pro

Ser

120

Ser

Leu

Ile

val

Lys

200

Phe

Ser

Thr

Pro

200

Ala

Val

2%

Met

Leu

Leu

Gly

Asp

105

Lys

Ile

Ser

Ile

Leu

185

lle

Glu

Gly

Phe

Pro

26S

Gly

Thr Ala Ile

10

Serx

Val

Asn

Gly Arg

Phe

Ser

Phe Val

60

Leu Arg His

Ile

90

Mat

Met

Asp

Pro

170

Val

Gla

Pro

Phs

Asp

250

Glu

Sex

Asn Tyr Asn

72

15

Glu

Thr

Pro

Pro

Gly val

Arg

Glu
155
Ser
Asn
Trp
Phe
val
235
Thr

Gln

Gly

Phe

140

Glu

Ser

Thr

Ser

Gln

420

Ala

Ser

Leu

Asp

Gln

45

Asn

Phe

1le

Ser

Asp

125

Leu

val

Ser

Tyr

Gln

208

Ser

Gln

Met Axg

285

Lys Ala Thr

300

Arg

Glu
10

Glu

Gln

Asp

110

Glu

Arg

Ser

Met

Gin

190

Asp

Leu

Ile

Met
270

Ile

Lys

15

Gln

Asp

Ala

Lys

Asn

85

Glu

Tyr

val

Glu

Met
175

Trp

Pro

Val

Phe

Ile

255

Gln

Leu

Ala

Serxr

Asn

Asp
8o

Val

Ser

160

Trp

Ile

Thr

Pro

Gln
240

Lys

Phe

val

Lys Arg Leu
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ES 2 286 892 T3

Thr Val Leu Gly Lys Asp Ala Gly Ala Leu Thr Glu Asp Pro Asp Giu
318

305 310

320

Gly Thr Ala Gly Val Glu Ser Ala Val Leu Arg Gly Phe Leu Ile Leu

328

330

335

Gly Lys Glu Asn Lys Arg Tyr Gly Pro Ala Leu Ser Ile Asn Glu Leu
350

340

345

Sé¥ Lys Leu Ala Lys Gly Glu Lys Ala Asy VAL Leu Ile Gly Gla Gly

358

360

365

Asp Val val Leu Val Met Lys Arg Lys Arg Asp Ser Ser Ile Leu Thy

270 375

aso

Asp Ser Gln Thr Ala Thr Lys Arg Ile Arg Met Ala Ile Asn
395

ass aso
<210> 21

<211> 1194

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 21

gaattcacaa
attcaattga

atggtgtttt
aatagagcaa
gcaaaagtgc
ggaatattge
aaaatgggag
ttaagagtte
caaggaacgg
¢ccgaateayg

attcaatgge
tecctggtce

caaatgcgag
gccgotgete
ggatcgggaa
actaagaggc
ggtacggcetg
aagagatatg

tggteggaag
tagtaagtgg
cgcaagaaga
atcagcgctt
ttttccagaa
ctgacatgac
tggatgagta
gggatcaaag
aaaagctgac
tgttggtcaa

cacaggatce
ctagggccac

atgtacttgg
ctococggaaca
tgaggatact
tcacagtect
gagragaatc

gccecagcact

aagagcaaca
gagagatgaa
ttgcatgats

gaaccccatg

ttgggggatt

cccaagcace
ctcecageact
gggaaacata
aataatttat
tacttatcaa

cacaatgtta
cagaagccaa

aacatttgat
gagtaggatg
tgtaagagge
cggaaaggat
tgctgttota

aagcatcaat

gccattctcea
caatcaattg
aaageagetee
catcaactct
gaacccatcey
gagatgtcat
gagagagtgg
ctactgtcee
tcatcatecaa
tggatcatca

tacaataaga
tacagcggtt

actgetcaaa
cagttctete
aattceceag
gcaggtgege
agagggttte
gaactgagca

gaaaggcaac
ctgaagcaat
gaggecgattt
tgaggcattt
acaatgtgat
tgagaggagt
tggtgagceat
ctgaagaggt
tgatgtggga
ggaactggga

tagaatttga
tcgtaagaac

taataaaact
ctttgactgt

tgttcaacta
ttactgaaga

tcattttagg

aacttgcaaa

cagaagattg
aatcgtagee
gaacttogtt
ccaaaaagat
gggaatgatt
gagagtcagce
tgaccgtttet
cagtgaaaca
gattaatgygt
aattgtgaaa

gccattecag
cctgttteag

ccteectttt
taatgtaaga

caataaagcc
cccagatgaa

taaagaaaac

aggggagaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720

780
840

800
960

1020
1080

gctaatgtge taattgdgca aggggacgty gtgttggtaa tgaaacggaa acgtgactot 1140
agcatactts ctgacagcca gacagegace aaaaggatte ggatggccat caat

73

1194
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<210> 22

<211> 1232

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 22

agaattcaca atggtcggaa gaagagcaac agccattctc agaaaggcaa ccagaagatt 60

gattcaattg atagtaagtg ggagagatga acaatcaatt gctgaagcaa taattgtage 120

tatggtyttit togcaagaayg attgoatgat xasagosgtt tgaggcgatt tgaacttogt 180

taatagagca aatcagcgct tgaaccccat geatcaacte ttgaggeatt tccaaaaaga 240

tgcaasagtg cttttccaga attgggggat tgaacccate gacaatgtga tgggaatgat 300

tggaatattg cctgacatga ccccaagcac cgagatgtca ttgagaggag tgagagtcag 360

25
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65

caaaatggga
tttaagagtt
acaaggaacg
tccogaatca
aattcaatgg
gtecctggtce
gcaaatgcga
tgcegetget
aggatcggga
cactaagagg
aggtacggct

caagagatat

gtggatgagt
cgggatcaaa
gaaaagcecga
gtgttggtca
tcacaggate
cctagggeca
gatgtactctyg
cctecoggaac
atgaggatac
ctcacagtce
ggagtagaat

ggcccageac

actccageac tgagagagtg gtggtgagea ttgaccogttt 420

ggggaaacat

caataattta
atacttatca
ccacaatgtt
ccagaagcca
gaacatttga
agagtaggat
ttgtaagagy
tcggaaagga
ctgetgttet

taagcatcaa

actactgtce
ttcatcatca
atggatcatc
atacaataag
atacagcggt
tactgetcaa
gcagttcetet
caattcceca
tgcaggtgeg
aagagggtree

tgaactgage

cctgaagagg
atgatgtggy
aggaactggyg
atagaatttg
ttcgtaagaa
ataataaaac
tctttgactg
gtgttcaact
cttactgaag
ctcattrtag

aaacttgcaa

tcagtgaaac
agattaatgg
aaattgtgaa
agccattcca
ccctgttetea
tccteectet
ttaatgtaag
acaataaagc
acccagatga
gtaaagaaaa

aaggggagaa

480

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

agctaatgtg ctaattgggc aaggggacgt ggtgttggta atgaaacgga aacgtgactc 1140

tagcatactt actgacagcc agacagcgac caaaaggatt cggatggcca tcaattagtg 1200

ttgaattgtt taaaaacgac cttgtttcta ct

<210> 23

<211> 1232

<212> DNA

<213> Virus de la influenza equina H3N§
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<220>
<221> CDS

<222> (2)..(1195)

<400> 23

ES 2 286 892 T3

& GAR LTC aca atg gtc gga aga aga gca aACA gCC ALt CtC Aga aag gcoa 49

Glu Phe Thr Met Val Gly Arg Arg Ala Thr Ala Ile Leu Arg Lys Ala

acc
Thr

ate
1le

atg
Met

cag
Gln
€5

gca
Ala

1
aga

Arg

qet
Ala

ata
lle
50

cgc

aaa
Lys

aga

qaa
Glu
3s

can
Gln

ttg
Ley

gtg
val

tty
Leu
20

gca

Ala

gca
Ala

aac
Asn

ctt
Leu

st
Ile

ata
Ile

gtt
val

cece
pPro

ttc
Phe
85

5

Lad
Gln

att
ile

cga
Axg

atg
Met
70

cag
Gln

tLy sta
Leu Ile

gta qce
val Ala
40

gg9¢ gat
Gly asp
55

cat caa

Bis Gln

aat tgg
Asn Trp

gta
val

25
atg
Met

ttg
Leu

cte

999
Gly

75

agt
Ser

gtg
val

dac
Ash

teg
Leu

att
Ile
90

10

939
Gly

tee
Phe

tte
Phe
899

75

gaa
Glu

aga
Arg

tcg
Ser

gtt
val
60

cat

His

cce
Pro

gat gaa
Asp Glu
30

caa gaa
Gln Glu
45

aat aga
Asn Arg

ttc caa
Phe Gln

atc gac
Ile Asp

is

caa tca
Gln Ser

gar tgce
Asp Cys

gca aat
Ala Asn

aaa gat
Lys Asp
80

aat gtg
Asn Val
93

97

148

133

240

289
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aty
Met

tca
Ser

age
Serxr

gat
Asp
145

caa
Gln

gag
Glu

atce
Ile

atg
Met

agg
Arg
225

caa
Gln

cte

tct
Ser

aga
Arg

aca
Thr
308

ggt acg gct gga gta gaa tct got gtt cta aga ggg ttt ctc att tta
Gly Thr Ala Gly Val Glu Ser Ala Val Leu Arg Gly Phe Leu Ile Leu

gga
Gly

ttg
Leu

ace
Thr
130

caa
Gln

gga
Gly

att
Ile

agq

teta
Leu
210

gce
Ala

atg
Met

cte
Leu

tct
Ser

ggc
Gly
290

gte
val

atg

aga

115

gag
Glu

499
Arg

acg

aat
Asn

aac
Asn
195

tac
Tyr

acc
Thr

cga
Arg

cct
Pro

tty
Leu
278

aat

Asn

cte
Leu

att
Ile
100

gga
Gly

aga
Arg

gga
Gly

gaa
Glu

ggt
Gly
180

tgq
Trp

aat
Asn

aga
Arg

gat
Asp

ttt
Phe
260

act

Thr

tee
Ser

gga
Gly

gga
Gly

gtg
val

gtg
Val

aac
Asn

aag
Lys
165

cce
Pro

qgaa
Glu

aag
Lys

agc
Ser

gta
val
245

gee
Ala

gtt
val

cca
Pro

Aaa
Lys

ata
Ils

aga
Arg

gtg
Val

ata
Ile
150

ctg
Leu

gae
Glu

ate
Ile

ata
Ile

caa
Gln
230

(44
Leu

gce
Ala

aat
Asn

gtg
val

gat
Asp
310

328

ES 2 286 892 T3

ttg
Leu

gte
val

gtg
val
135

cta
Leu

aca
Thr

tca
Ser

gtg
val

gaa
Glu
215

tac
Tyr

gga
Gly

get
Ala

gta
val

tee
Phe
295

gca
Ala

cct
Pro

age
Ser
120

age
Sex

ctg
Leu

ata
Ile

gtg
Val

aaa

Lys
200

tte
Phe

agce
Ser

aca
Thr

cct
Pro

aga

Arg
280

aac

Asn

ggt
Gly

gac

Asp
105

Lys

att
Ile

tece
Serxr

att
lle

ttg
Leu
185

ate
Ile

gag
Glu

ggt
Gly

tte

atg
Met

atg
Met

gac

cect
Pro

tat
170

gte
Val

cCaa
Gln

cca
Pro

tte
Phe

gat

Phe Asp

250

ccg gaa
Pro Glu

265

gga

Gly ser

tac aat

gcg ctt
Ala Leu

76

ace
Thr

gga
Cly

gaa
Glu
b §-1

tca
Ser

aat
Asn

tgg
Tep

tte
Phe

gta
val
235

act
Thr

cag
Gln

gga
Gly

aaa
Lys

act
Thr
1s

330

cca
Pro

gtg
val

tece
Phe
140

gag
Glu

tca
Ser

act

tca
Ser

cag
Gln
220

aga

get
Ala

agt
Ser

atg
Mat

gce
Ala
300

gaa
Glu

agc
Ser
gat

125
tta

Leu

gte
val

tca
Ser

tat

caq
Gln
208
tece
Ser

acce
Thr

caa
Gln

99

agg
285

act
Thr

gac
Asp

acc
Thr
110

gag
Glu

aga
Arg

agt
Ser

atg
Met

caa
Gln
190

gat

ctg
Leu

ctg
Leu

ata
Ile

atg
Met
270

ata
Ile

aag

gag
Glu

tac

gtt
Val

gaa
Glu

atg
Met
175

tgg
Trp

cce
Pro

gte
val

tte
Phe

ata
Ile
258

cag
Gln

ctt
Leu

agg

Lys Arxyg

cca gat

Pro Asp

atg
Mat

tece
Ser

aca
Thr
160

tgg

atc
Ile

aca
Thy

cct
Pro

cag
Gln
240

aaa
Lys

tte
Phe

gta
Val

cte

gaa
Glu
320

338

337

385

433

481

529

517

625

673

721

769

817

913

se1
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ggt
Gly

age
Ser

gac
Asp

gac
Asp
385

aada
Lys

aaa
Lys

gtg
Val
370

age
Ser

ES 2 286 892 T3

aac aag

Lys

aga
Arg

tat ggc
Tyr Gly

gaa
Glu
340

ctt
Leu
355

aaa
Lys

gca
Ala

gg9g9 gag aaa
Gly Glu Lys
360

ttg gta
Leu Val

atg
Met

gtg
Val

aaa cgg
Lys Axq
378

aca
Thx

ace
Thr
390

cag
Gln

gcg
Ala

aaa agg
Lys Axg

cca gca
Pro Ala
345

gct aat
Ala Asn

aaa cgt
Lys Arg

att cgg
Ile Axg

cta
Leu

gtg
Val

gac
Asp

atg
Met
395

tagtgttgaa ttgtttaaaa ACgaccLtgr ttctact

<210> 24
<211> 398
<212> PRT

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 24

Glu
b

Thr

Ile

Met

Gln
6S

Ala

Phe Thr Met

Arg Arg Leu
20

Ala Glu Ala
as

Ile Gln Ala
50

Ile Ile

Val Arg
(11

Arg Leu Asn Pro Mst

70

Phe Gln
8s

Lys val Leu

Val Gly Arg Arg Ala
S

Ile Gln Leu Ile Val

25

Val Ala Met

40

His Gln Leu

Thr
10

Ser

val

Gly Asp Leu Asn

Leu

Asn Trp Gly Ile

aat
Asn
aso

agc atc
Ser Ile

gaa
Glu

ctg
Leu

cta att
Leu 1le
365

caa

Gly Gln Gly

ctt
Leu

ata
Ile

tct agce act
Ser Sex

380

aat
Asn

gcc atc
Ala lle

Ala Ile

1S

Gly Aryg
30

Phe Serxr

45

val
€0

pPhe

Arg His
75

Glu
95

Met Gly Met Ile Gly Ile Leu Pro Asp Met Thr Pro Ser Thr Glu Met

Ser Leu Arg

Sar Thr Glu

Asp Gln Arg

145

Gln Gly Thr

Glu Ile Asn

100

Gly Val Arg val
118

val
135

Arg Val val
130

Gly Asn Ile

150

Glu Lys Leu Thr
165

Gly Pro Glu
180

Ser

S8er
120

Ser

Leu Leu

1le

val

108
Lys

Ile

Ser

1le

Met Gly Val

Asp Arg Phe

Pro Glu Glu
155

Tyr Ser Ser

170

Leu
165

77

Val Asn Thr

110

Asp Glu Tyr Ser

125

Lau Arg Val Arg

140 »

val Ser Glu Thr
160

Ser Met Met Trp
175

Tyr Gln Trp 1le
190

1057

1108

1153

1195

1232

Leu Arg Lys Ala
Asp Glu Gln Ser
Gln Glu Asp Cys

Asn Arg Ala Asn

Phe Gln Lys Asp
80

Pro lle Asp Asn Val
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Ile

Arg
225

Gln

ser

Arg

Thr
308

Arg Asn
195

Leu Tyr
210

Ala Thr

Met Arg

Leu Pro
Ser Lsu
275

Gly Asn
a%0

Val Leu

Lya Glu

Trp

Phe

260

Thr

Ser

Gly

Gly

Asn
340

Glu

Lys

Serx

val

245

Ala

val

Pro

lys

val
328

ES 2 286 892 T3

Ile Val Lys lle Gln Trp Ser

Ile

Gla

230

Leu

Ala

Asn

Val

Asp

310

Glu

200

Glu Phe
21S

Tyr Ser

Gly Thr

Ala Pro
val Arg
280

Phe Asn
295

Ala Gly

Ser Ala

Lys Arg Tyr Gly

Glu Pro
Gly phe
Phe Asp

250

Pro Glu
265

Gly Ser

Ala Leu
Val Leu
330

Pro Ala
345

Phe Gln
220

val Arg
a3s

Thr Ala
Gln Ser
Gly Met
Lys Ala

300

Thr Glu
318

Arg Gly

Leu 8er

Gln
205

Ser

Gln

285

Asp

Phe

Ile

Asp

1le
Mat
270

Ile

Lys

Pro

Asn
350

Pro

val

Phe

Ile

355

Gln

Leu

Axg

Asp

Ile

338

Glu

Thr

Gln

240

Lys

Phe

val

Leu

Glu

320

Lau

Ber Lys Leu Ala Lys Gly Glu Lys Ala Asn Val Leu Ile Gly Gln Gly
360

k11

Asp Val Val Leu Val Met Lys Arg Lys Arg Asp Ser Ser Ile Leu Thr

Asp Ser Gln Thr Ala Thr Lys Arg Ile Arg Met Ala Ile Asn

aes

<210> 25
<211> 1194
<212> DNA

370

390

<213> Virus de la influenza equina H3N8

<400> 25

gaattcacaa tggtcggaag aagagcaaca gccattetca gaaaggcaac cagaagattg 60
attcaattga tagtaagtgg gagagatgaa caatcaattg ctgaagcaat aattgtagec 120

atggtgtttt cgcasgaaga ttgcatgata caagcagttc gaggegattt gaacttegtt 180

375

78

380

398
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aatagagcaa
gcaaaagtgc
ggaatattgc
aaaatgggag
ttaagagttc
caaggaacgg
cccgaatcag
attcaatggt
tcectggtee
caaatgcgag
gccgetgete
ggatcgggaa

actaagaggc

atcagcgett
ttteccagaa
ctgacatgac
tggatgagta
gggatcaaag
aaaagctgac
tgttggtcaa
cacaggatcec
ctagggccac
atgtacttygy
ctccggaaca
tgaggatact

tcacagtect

ES 2 286 892 T3

gaaccccatg
ttgggggatt
cccaagcace
ctccageact
gggaaacata
aataatttat
tacttatcaa
cacaatgtta
cagaagccaa
aacatttgat
gagtaggatg
tgtaagaggce

cggaasagat

catcaactct
gaacccatcg
gagatgtcat
gagagagtgy
ctactgtceccec
tcatcatcaa
tggatcatca
tacaataaga
tacagceggtt
actgctcaaa
cagttetett

aattceccecag

geaggtgege

tgaggcattt
acaatgtgat
tgagaggagt
tggtgagcat
ctgaagaggt
tgatgtggga
ggaactggga
tagaatttga
tcgtaagaac
taataaaact
ctttgactgt
tgtteaacta

ttactgaaga

ccaaaaagat
gggaatgatt
gagagtcagce
tgaccgtttt
cagtgaaaca
gattaatggt
aattgtgaaa
gccattccag
cctgtttcag
cctecetttt
taatgtaaga
caataaagce

cccagatgaa

240

300

360

420

460

S40

600

660

720

780

840

900

960

ggtacggetg gagtagaatc tgctgttcta agagggtttc tcattttagg taaagaaaac 1020

aagagatatg gcccagcact sagcatcaat gaactgagca aacttgcaaa aggggagaaa 1080

gctaatgtge taattgggca aggggacgtg gtgttggtaa tgaaacggaa acgtgactcet 1140

agcatactta ctgacagcca gacageogace aaaaggattc ggatggccat caat

<210> 26

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial:Plantilla sintética

<400> 26
Agcaaaagca ggtagatatt gaa

<210> 27

<211>24

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

79

1194

23
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<400> 27
agtagaaacagtagtttt agggtagtttt ttac

<210> 28

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 28
caggaaacag ctatgacc

<210> 29

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Plantilla sintética

<400> 29
taatacgact cactataggg

<210> 30

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 30
tggtgcacta gccagctg

<210> 31

<211>18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 31
ttgeetgtac catetgee

<210> 32
<211>23

80

24

18

20

18

18
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<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 32
agcaaaagca ggggatattt ctg

<210> 33

<211>23

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 33
agtagaaaca agggtgtttt taa

<210> 34
<211> 16
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 34
gacatccctg actatg

<210> 35

<211> 16

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 35
gcatctgtta agtcaa

<210> 36

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

81

23

23

16

16
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<400> 36
agcaaaagca ggtcaaatat attca

<210> 37

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<400> 37
gaaaacacca tggctacaat tattgc

<210> 38

<211>27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 38
agaattcaca atggtcggaa gaagagc

<210> 39

<211> 27

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 39
agtagaaaca aggtcgtttt taaacaa

<210> 40

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 40
agccgtacct tcatctggg

<210> 41

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

82

25

26

27

27

19
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<220>

<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 41

agcactgaga gagtggtgg

<210> 42

<211>19

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia artificial: Plantilla sintética

<400> 42
gtaagaggca attccccag

<210> 43

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia artificial: Plantilla sintética
<400> 43

cagcttttcc gttcettg

83

19

19

18
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