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TiTULO:

VACUNAS NOVEDOSAS CONTRA EL VIRUS DE LA INFLUENZA PANDEMICA
A/H1N1

%AMPO TECNICO DE LA INVENCION
[0001] La invencion aéui mostrada se relaciona con las vacunas contra el virus de
la influenza, y en paréicular con las ‘'vacunas contra las cepas hipervirulentas del
virus de la influenza y;andémica A/H1N1. La invencién proporciona cepas de virus
de la influenza utiles ;an la produccion de la vacuna contra la influenza que porta

mutaciones especificas en los segmentos HA y NA.

EL\NTECEDENTES DE LA INVENCION
[0002] La influenza es causada por un virus ARN de la familia orthomyxoviridae.
Existen tres tipos de ieste virus que causan tres tipos diferentes de influenza: los
tipos A, B, y C. EI V|rus tipo A de la influenza infecta a los mamiferos (humanos,
cerdos, hurones, cabiallos) y aves. Este tema es de gran relevancia para la
humanidad, ya que ésf;te es el tipo de virus gue ha ocasionado pandemias por todo
el mundo. El virus tip%o B de la influenza (que también se conoce sencillamente
como influenza B) infecta (nicamente a los humanos, ocasionalmente causa
brotes locales de gripe. Los virus de influenza C también infectan sé6lo a humanos,

la mayoria de los infectados son jovenes y raramente causan enfermedad seria.

i
H
i

[0003] EI virus de lalinfluenza A infecta a una amplia variedad de mamiferos,

incluyendo al hombre,jlos caballos, los cerdos, los hurones y las aves. El patdégeno
humano principal es gsociado con epidemias y pandemias. Existen al menos 15
serotipos de hemagluit_iininas Hvy9 serotipos de neuraminidasa (N) conocidos. Se
cree que los cerdosé y aves son reservorios particularmente importantes que
generan fuentes de ué\a diversidad genética y antigénica de virus que pueden ser
retransferidos a la pot}lacién humana a través del contacto cercano entre éstos y
los animales. Los viru%s de la influenza B infectan Gnicamente a los mamiferos y
causan enfermedad, iiiero generalmente no son tan severos como los de tipo A. A
diferencia de los virusf; de influenza A, los virus de influenza B no tienen serotipos

distinguibles. Los vir@s de la influenza C también infectan Unicamente a los

humanos, pero raramente causan enfermedad. Son genética y morfolégicamente’

diferentes de los tiposgA y B.

i



[0004] En contrasteécon muchos otros virus, el genoma de la influenza se
compone de ARN y no de ADN. El genoma abarca ocho segmentos y sélo las
particulas de virus qué contienen los ocho segmentos son viables. (SteinhauerDA,
Dkehel JJ., Genetics of Influenza Viruses. Ann Rev Genet. 2002 36: 305-332).

[0005] Existen 4 antfbenos presentes en el virus de la influenza, las proteinas
hemaglutinina (HA), éneuraminidasa (NA), nucleocapsida (NA), matriz (M) y
nucleocapsida (NP). La NP es un antigeno de tipo especifico que se da en 3
formas: A, By C prciporcionando la base de la clasificacion de los virus de la
influenza humana. La j;proteina matriz (proteina M) rodea la nucleocapsida y forma
de un 35 a un 45% c:le la masa de la particula. Se observan dos glicoproteinas
superficiales en la %superﬁcie como proyecciones en forma de vara. La
hemaglutinina (HA) eété formada de 2 subunidades, HA1 y HA2. La HA media el
acoplamiento de los V|rus al receptor celular. Las moléculas de neuraminidasa
(NA) estan presentes en menores cantidades en la envoltura. Las cepas humanas
en circulacién son notprlas por su tendencia a acumular las mutaciones de un afio

hacia el siguiente y caiusan epidemias recurrentes.

[0006] El virus de la mﬂuenza es uno de los pocos virus extrafios que cuentan con
un genoma en segmentos separados (ocho). La naturaleza segmentada del
genoma también pergmte el cambio de genes enteros entre diferentes cepas
extranas lo que increjnenta el potencial para que se formen recombinantes (por
medio del intercambio_ffde segmentos de genes si dos virus diferentes infectan a la
misma célula). Esto es si una célula se infecta con dos cepas distintas de
influenza, es posible que los segmentos se reclasifiquen para crear virus nuevos
que tengan segmentés de cada virus original. Esto puede contribuir al rapido
desarrollo de cepas inuevas de gripe en la naturaleza. Se pueden ensamblar
nuevos genomas comi‘o resultado de la mezcla entre dos virus. El proceso tambien
puede ser duplicadoé en el laboratorio (y emplearse para elaborar cepas de
vacunas). Las cepas;gfaviares y humanas que se recombinan en los cerdos del
Lejano Oriente pueder; permitir la evolucion de 4cepas virulentas de humanos.

[0007] La plasticidad%genética de los virus de la influenza tiene también serias
implicaciones potenciéles con respecto al disefio de la vacuna, la patogenicidad y
la capacidad de los ‘_i/irus nuevos para emerger de los reservorios naturales y

causar pandemias globales.
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[0008] EI virus pand;émico (HIN1) 2009 ha evolucionado en todo el mundo,
cambiando desde un E)atrén clado mezclado inicial a la predominancia de un clado
(clado 7) durante el ci?inso de la pandemia. El virus que constituye este clado fue
por lo tanto responsaéle de la mayoria de la carga pandémica esparcida por todo
el mundo. La mutaciésfn S203T en la secuencia de la proteina hemaglutinina (HA)
es especifica de los icepas aisladas de clado 7. (Valli MB y otros. Evolutionary
pattern of pandemic iinfluenza (H1N1) 2008 virus in the late phases of the 2009
pandemic. Influenza E?%’LoS Curr. 2010 Marzo 3: RRN1149).

[0009] Entre las cepa%s aisladas de clado 7 que comprenden la mutacién S203T,
existe un cambio en fé secuencia del gen de la hemaglutinina HA1 al aminoacido
correspondiente a Ia= posicion 222 (225 en numeracién H3) donde el acido
aspartico (D) se carribia a glicina (G), y esta asociado con resultados clinicos
severos. La mutaciérf D222G se régistré entre las cepas aisladas globales de
H1N1 pdm en GenBaEnk en diferentes puntos de medicién temporal, entre abril y
septiembre de 2009. éChen GW, Shih SR (2009) Genomic signatures of influenza
A pandemic (H1N1) 2009 virus. Emerg Infect Dis).

i _ :
[0010] La vacuna contra la influenza es una vacuna anual para proteger contra el
altamente variable virus de la influenza. Cada vacuna contra la influenza
estacionaria inyectada contiene tres virus de influenza: un virus A (H3N2), el virus

pandémico 2009 H1N1, y un virus de influenza B.

(www.dcd.qov/vacciné%s/pubs/vis/downloads/vis-flu.pdf). Sin embargo, la vacuna
contra la gripe pandé?ﬁﬂca sOlo es débilmente efectiva contra los virus de influenza-
H1N1 que portan la mfutacién D222G en la proteina HA.

[0011] Por lo tanto, se necesitan urgentemente las cepas virales y los antigenos
derivados del virus qu'ze genera un titulo robusto de anticuerpo contra las variantes
D222G de HIN1. 4
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{  RESUMEN DE LA INVENCION

[0012] La presente iE{wencién se relaciona con métodos y composiciones para
preparar vacunas cont':ra las versiones hipervirulentas y/o resistentes al oseltamivir
del virus de la influeniza pandémica A H1N1. Se proporcionan las composiciones
de las vacunas que infg:luyen mutaciones en el residuo D222 de HA y residuo S275
de NA. f

[0013] Esta invenci()r; proporciona una vacuna de virus contra la influenza que
abarca un virus de iﬁfluenza que contiene al menos: un segmento de gen de
hemaglutinina (HA) qye comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:
34, derivada de la cepa aislada del virus 1 de la influenza pandémica del virus de
influenza A H1/N1 y up segmento de gen de neuraminidasa (NA) que comprende
una secuencia de am%inoécidos SEQ ID NO: 39 derivada de la cepa aislada del
virus 1 de la influenza %pandémica del virus de influenza A H1/N1.

[0014] En una de Ia§ implementaciones en particular, el segmento de gen HA
comprende una sejé:uencia de aminoacidos codificada por la secuencia
nucleotidica de segm{anto 4 del virus 1 (SEQ ID NO: 4). En algunas versiones del
segmento de gen HA%se comprende una secuencia especifica HA de clado 7 de

influenza pandémica dfe virus de influenza A H1/N1.

[0015] En una de Ia_sz implementaciones en particular, el segmento del gen HA
comprende una muta;ézién del residuo D222 del virus de influenza A H1/N1 de la
influenza pandémica%de tipo silvestre. En una de las implementaciones en
particular, el segmentzb del gen HA comprende una mutaciéon D222E. En algunas
de las implementacioées en particular, el segmento del gen HA comprende una
mutacién S203T relac‘iionada con el virus de la influenza A H1/N1 de la influenza

pandémica de tipo sihfestre.

[0016] La invencidn se relaciona con vacunas en las cuales el segmento del gen
HA comprende, ademjés, una o mas mutaciones de P83S e 1321V.

[0017] En una de Ias§ implementaciones en particular, el segmento del gen NA
comprende una secf:uencia de aminoacidos codificada por la secuencia
nucleotidica de segménto 6 del virus 1 (SWQ ID NO: 6). El segmento del gen NA
comprende una mutamon Y275H relativa a una influenza pandémica de tipo

silvestre del virus de mfluenza A H1/N1
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[0018] La invencion sé relaciona con vacunas en las que el segmento dei gen NA

ademas comprende una o mas de las mutaciones 1106V, D248N.

[0019] La vacuna de Ia invencién puede comprender ademas: c) un segmento del
gen matriz (MA) qué codifica un péptido M1 que abarca una secuencia de
aminoacidos de SEQ%ID NO: 50, derivada de la cepa aislada del virus 1 de la
influenza pandémica del virus de influenza A H1N1.

[0020] En una de Ias implementaciones en particular, el segmento del gen MA
comprende una se;f:uencia de aminoacidos codificada por la secuencia
nucleotidica del segménto 7 del virus 1 (SEQ ID NO: 7).

[0021] En algunas de las implementaciones en particular, el segmento del gen
matriz (MA) codifica un péptido M2 abarcando una secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO: 51, deriv"éda de la cepa aislada del virus 1 de la influenza pandémica
del virus de influenza?\ H1N1. En algunas de las implementaciones en particular,

el péptido M1 comprer}de una mutacién A198P.

[0022] La invencidn se refiere a un método aqui revelado para inmunizar a un
paciente contra el virufs de la influenza, que incluye como un paso administrar una

vacuna de influenza al paciente.

[0023] La invencién ée refiere a un método aqui revelado para inmunizar a un
paciente contra un vi:rus de influenza hipervirulenta que incluye como un paso

administrar una vacuria de influenza al paciente.

[0024] La invencién se refiere a un método para inmunizar a un paciente contra un
virus de influenza resfstente al oseltamivir que incluye como un paso administrar

una vacuna de influenza al paciente.

i
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[0025] La invencion se refiere a una vacuna que aqui se revela, en la que la

vacuna es una vacunja de reordenamiento. En algunas de las implementaciones,
el virus de reordenffc\miento de la influenza se obtiene por medio de un

reordenamiento clasico.

i
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[0026] La invencidn sé; refiere a una vacuna que aqui se revela, misma que es una
vacuna viva atenuadago una vacuna inactiva. En algunas de las implementaciones,
la vacuna se formula pfara ser administrada de manera oral o intranasal.

[0027] La invencion ée refiere a un método de preparacion de vacuna para la
inmunizacién de un s';ujeto contra una cepa de virus de influenza hipervirulenta,
que incluye como un éaso mezclar un virus de la influenza que se revela aqui con

un portador y de maneira opcional un adyuvante.

[0028] Estos vy otréis aspectos seran evidentes a partir de la descripcion
subsecuente de la imfblementacién en particular prefe}ente tomada junto con las
ilustraciones siguientés, aunque las variaciones y modificaciones de la misma
puedan verse afectadjas sin partir del espiritu y el campo de accion de los nuevos

conceptos de la revelazcién.

3
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BREVZE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

[0029] Las siguientes%ilustraciones forman parte de la presente especificacion y se
incluyen para demosirar mas detalladamente ciertos aspectos de la presente
revelacion; las invenciiones que podran entenderse de mejor manera si se hace
referencia a una o mé;s de estas ilustraciones junto con la descripcién detallada de
las implementacioneséen particular especificas que aqui se presenten. La patente
o la presentacion de la solicitud contiene al menos una ilustracion realizada a
color. La oficina propo%rcionaré copias de la presente patente o de la publicacion de
la solicitud de la paten%te con ilustraciones a color una vez que ésta sea requerida y
que la cuota necesarie; sea cubierta.

[0030] La FIGURA 1 muestra ejemplos de la cuantificacion de la carga viral
mediante PCR en tierrjpo real.

[0031] La FIGURA Z%muestra un arreglo muestra para la deteccién de AH1N1
realizada mediante PCR en tiempo real.

[0032] Las FIGURAS§§3A y 3B muestran una representacion grafica de la interfaz
del termociclador Ligh’gt Cycler 2.0 en tiempo real mostrando curvas fluorescentes
(Fig. 3A) Muestra Clinica (Fig. 3B) deteccion RNAseP (RP).

[0033] La FIGURA 4/% muestra la adaptacion del virus de influenza HZFLUJAL en
3

la linea celular VERO: El virus fue capaz de replicarse de manera eficiente hasta

en 4 subcultivos en las células VERO. La FIGURA ZB muestra las etapas de
adaptacion del virus de influenza HZFLUJAL en la linea celular MDCK. El virus de
influenza HZFLUJA péjdo replicarse de manera eficiente después de 3 subcultivos
en las células MDCK.. '
[0034] La FIGURA 5 muestra los anticuerpos totales contra la influenza p/AH1N1
detectados por ELISA!

[0035] La FIGURA 6A muestra los anticuerpos IgM contra la influenza p/AH1N1
detectados en suero por ELISA. :

[0036] La FIGURA SB muestra los anticuerpos IgG contra la influenza p/AH1N1
detectados en suero pjor ELISA.

i



[0037] La FIGURA 7A muestra los a:nticuerpos IgG,A contra la influenza p/AH1N1
detectados en suero por ELISA. La FIGURA 7B muestra la funcién dosis-

respuesta del IngA contra la influenza p/AH1N1 detectada en suero por ELISA.

[0038] La FIGURA 8A muestra los anticuerpos IgA contra la influenza p/AH1N1
detectada en mucosa respiratoria por ELISA. La FIGURA 8B muestra la funcién
dosis-respuesta IgA cc}ntra la influenza p/AH1N1 detectada en mucosa respiratoria
por ELISA. |
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DESCERIPCI(')N DETALLADA DE LA INVENCION

[0039] Los términos% empleados en la presente especificacion generalmente
cuentan con su propié significado ordinario dentro de la técnica, del contexto de la
invencién, y dentro éel contexto especifico en el cual se utiliza cada término.
Ciertos términos que son utilizados para describir la invencidén se discutiran mas
adelante o en algun ofro segmento de la especificacién para proporcionar una guia
adicional al practicaﬁte con respecto a la descripcion de la invencién. Por
conveniencia, ciertos 'ftérminos pueden destacarse, ya sea utilizando letra cursiva
y/o comillas. El uso dél resaltado que se le da al término no influye en el enfoque y
significado del mism{i; el enfoque y el significado del término es igual, en el
contexto que se esté tratando, aun cuando éste no haya sido resaltado. Se
apreciara que se pued:e expresar io mismo en mas de una manera.
i

[0040] En consecuencgjia se puede utilizar un lenguaje alternativo y sinénimos para
uno o mas de los térrﬁinos que aqui.se discutan, y no hay un significado especial
para ser empleado cdfj un término que se elabore o discuta aqui. Se proporcionan
sinbnimos para ciertoé términos. El empleo de uno o mas sinénimos no excluye el
uso de otros sinénimfos. El uso de ejemplos en cualquier parte de la presente
especificacion incluyéndo los ejemplos de cualquiera de los términos aqui
discutidos es l’Jnicanfente con propositos ilustrativos, y de ninguna manera se
limita el enfoque y sig';hificado de la invencién o de algun término ejemplificado. De
la misma forma, la inviéncic')n no esta limitada a las varias de las implementaciones

en particular provistas;en la presente especificacion.

[0041] A menos que ;e defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos aqui
empleados cuentan cfon el mismo significado con el que pueden entenderse en
cualquiera de las técnicas ordinarias a las que pertenece la presente invenciéon. En
caso de entrar en coihflicto, el presente documento, incluyendo sus definiciones
sera la referencia véli‘tﬁéja. Las siguientes referencias proporcionan, de acuerdo a la
técnica, una definici?cfﬁn general de los términos empleados en la presente
invencién: Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2nd
Ed.1993); The Cambéridge Dictionary of Science and Technology (Walker ed.,
Cambridge UniversityéPress. 1990); The Glossary of Genetics, 5th ed., R. Rieger
et al. (eds.), Springeé Verlag (1991); and Hale & Margham, The Harper Collins
Dictionary of Biology (1991).
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[0042] Generalmente%, las nomenclaturas usadas en’ conexién con cultivos de
células vy tejidos, bioiogia molecular y proteinas y Quimica e Hibridacion de
polinucledtidos u oligénucleétidos asi como sus técnicas que aqui se describen
son bien conocidas y comunmente usadas en el estado de la técnica. Las técnicas
estandar se usan para recombinantes de ADN, sintesis de oligonucléotidos, y
cultivo y transformacuqn de tejidos (e.g. electroporacién y lipofeccién). Se realizan
reacciones enziméticfias y técnicas de purificacion de acuerdo con las
especificaciones del f,ébricante 0 como comunmente se obtienen en el estado del
arte o como aqui se iescribe. A menos que se indique lo contrario, la practica de
la presente invené?én empleara métodos convencionales de virologia,
inmunologia, microbioflogia, biologia molecular y técnicas de ADN recombinante
dentro del estado de Ié técnica, muchas de las cuales se describen en el presente
para efectos de |IustraC|on Tales técnicas se explican a fondo en la literatura. Ver
e.g., Sambrook, et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd Edition,1989);
Maniatis et al. Molecglar Cloning: A Laboratory Manual (1982); DNA Cloning: A
Practical Approach, vél. [ & Il (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait,
ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Higgins, eds., 1985);
Transcription and Translatlon (B. Hames & S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell
Culture (R. Freshney, ed., 1986), Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning
(1984).

[0043] Los virus dei Influenza A contienen genomas compuestos de ocho
segmentos separadoséde ARN de sentido negativo como se muestra en la Tabla 1
a continuacion. (Stein%auer DA, Skehel JJ., Genetics of influenza

viruses. Ann Rev Gerjfet. 2002 36: 305-332). Las cepas humanas circulantes son
notorias por su tendéncia a acumular mutaciones de un afio a otro y causar
epidemias recurrente‘is. Sin embargo, la naturaleza - segmentada del genoma
también permite el intércambio de genes enteros entre diferentes cepas virales. La
plasticidad genética de los virus de:influenza tiene también serias implicaciones
potenciales con respfecto al disefio de la vacuna, de la patogenicidad, y la
capacidad de virus n°§>vedosos para emerger de reservorios naturales y causar
pandemias mundialesiég
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Tabla 1. El genoma del:virus de influenza consiste de s/s de ARN sentido (-) en 8 segmentos
i :
Segmento: Tama‘ho (nt) Polipéptido(s) Funcién
1 2341 { PB2 Transcriptasa: enlace de capucha
2 2341 , PB1 Transcriptasa: elongacién
Y
3 2233;: PA Transcriptasa: protease (¢,?)
4 17781 HA . Hemaglutinina
5 1565 NP Nucleoproteina: enlance ARN
6 1413 , NA Neuraminidasa: liberacién del virus
7 1027,§ M1 Proteina matriz: componente de virién
M2 _ Proteina integral de membrane
8 890 NS1 No estructural: nuclear
NS2 No estructural: nucleo + citoplasma

i

[0044] Un total de 950 virus fueron _'aislados por cultivo celular, de los cuales, se
obtuvieron secuenciéj\s parciales a través de secuenciacidon capilar: 193
Neuraminidasas (NA) y 197 Hemaglutinina (HA). Ya que las NA y las HA son las
secuencias mas varial:)Ies en el AH1N1, un analisis in silico (analisis filogenético Y
BLAST) demostré que todas las .386 (secuencias HA y NA) pueden estar
agrupadas en 20 grélpos; por lo tanto, el genoma completo de un miembro
representativo de éada grupo fue pirosecuenciado en un equipo de
Pirosecuenciacion 454 Titanium Roche (ROCHE). Se obtuvo un total de 20
genomas completos de AH1N1, cada AH1N1 consiste de 8 genes.
[0045] Los datos de ‘}!sfecuenciacién ﬁ"lostraron cuatro aislamientos virales con tres
mutaciones diferenteé: (i) un virus pAHIN1 que posee mutaciones en NA
(oseltamivir®), HA (Hié)ervirulencia) y segmentos de Matriz (Virus 1); (ii) un virus
pAH1N1 que posee rinutacionesven'NA y segmentos de Matriz (Virus 2); (iii) un
virus pAH1N1 que po%ee mutaciones en segmento de matriz (MA) (Virus 3); y (iv)
un virus de pAH1N1 %ue posee mutaciones en segmento de neuraminidasa (NA)
(Virus 4).

{
[0046] Un cambio en la secuencia del gen de hemaglutinina HA1 en el
aminoacido correspoéwdiente a la posicion 222 (225 en la numeracion H3) en

donde el acido aspértijbo (D) se cambia a glicina (G) se asocia con resultados
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clinicos severos. La mutacion D222G fue observada en aislamientos
internacionales H1N1ipdm en el GenBank (banco “de datos de secuencias
genéticas) en distintos‘i puntos de medicion temporal durante abril a septiembre de
2009. (Chen GW, Shih SR (2009) Genomic signatures of influenza A pandemic
(H1N1) 2009 virus. Eﬁ%erg Infect Dis).
“

[0047] EI enlace preféfrencial del virus de influenza al acido sialico -a2,3-galactosa
(receptor a2,3) o écidé sialico -a2,6-galactosa (receptor a2,6) puede determinar su
tropismo siendo queg? los receptores 02,3 y a2,6 son dominantes en células
respiratorias inferioresf y superiores respectivamente (Shinya K, Ebina M,Yamada
S, Ono M, Kasai N, Kéwaoka Y. Avian flu: influenza virus receptors in the human

airway. Nature. 2006; §’440(7083):435-6).

[0048] Recientes arfélisis de microarreglos sugieren que la sustitucion de
hemaglutinina (HA) ;D222G puede. causar un cambio de receptores 02,6 a la
especificidad de los réceptores a2,3/02,6 mezclados lo que podria incrementar el
enlace hacia recepto;gres 02,3 y contribuir con la gravedad de la enfermedad.
(Stevens J, Blixt O, Glaser L, Taubenberger JK, Palese P, Paulson JC, et al.
Glycan microarray analyss of the hemagglutinins from modern and pandemic
influenza viruses Eeveals different receptor specificites. J Mol Biol.
006;355(5):1143-55). ifEsta posicion parece influenciar a la especificidad de enlace
del receptor y la diferzencia de D a G entre dos variantes de virus 1918 (/d.) se
correlaciona con un camblo de una preferencia acido sidlico a2-6-ligado a una
especificidad dual a2- 3/0(2 6, i.e. cabe la posibilidad de que pueda hacer al virus
Mas propenso a mfeqtar mas profundamente en los conductos de aire en donde
las células que expréisan receptores a2-3 son mas abundantes, de esta manera,

causando hipervirulencia.

[0049] Sin embargo, no se observaron grupos filogenéticos distintos de casos de
gravedad con sustitudizén D222G (Mak GC et al., Association of D222G substitution
in hemagglutinin of {2009 pandemic influenza A (H1N1) with severe disease.
Eurosurveillance, Volgfme 15, Issue 1'4, 08 April 2010)

[0050] Todos los virf:s que se observé que contienen cambios en HA1 posicién
222 pertenecen a unésubclado de virus H1N1 pandémicos caracterizados por la
sustitucion S203T en HA1 (caracteristica del clado 7) el cual también esta rodeado
de una bolsa de amir}oécidos que expone una regién antigénica especifica para

esta cepa hipewirulenia y el resto de las cepas de AH1N1. Este subciado forma la



gran mayoria de virusi pandémicos en Europa y el resto del hemisferio norte. Con
respecto al hemisferio%sur, este subclado también se encuentra muy esparcido.
[0051] Con base en dfatos compartidos con la OMS disponibles en la actualidad la
prevalencia de la sus'éitucién D222G es menor a 1.8% (52 detecciones entre mas
de 2755 secuencias HA) De 364 casos fatales analizados, los virus de 26 casos
(7.1%) tenian la suéf-titucic’)n D222G. La informacién clinica sobre potenciales
condiciones médicas ésenciales en estos casos es limitada. Los virus pandémicos
(HIN1) de 2009 coﬁ sustitucién D222G han sido antigénicamente similares al
virus NCaIiforniaﬂ/ZObQ (H1N1), el virus de la vacuna recomendada por la OMS.
[0052] Entre los misi%mos virus A (H1N1)2009 mencionados anteriormente se
encontraron (i) una rniutacién Gly222 en la hemaglutinina (HA) y (ii) una mutacién
Tyr275 en la neurz;%‘minidasa (NA) asociada con resistencia al Oseltamivir
(McKimm-Breschkin JL Resistance of influenza viruses to neuraminidase
inhibitors—a review. Péntiviral Res 2000; 47:1-17; Collins PJ et al. Structural

basis for oseltamivir %resistance of influenza viruses. Vaccine 27 (2009) 6317-
6323). Ya que ambas mutaciones se relacionan con fenotipos |mportantes
(hipervirulencia y reS|stenC|a al Oseltamlwr) y regiones antigénicas se asocian con
esas mutaciones, la Qresente vacuna candidata puede reconocer eficientemente
ambas cepas mutantefs y el tipo silvestre de AH1N1.

[0053] Tres varianté%s del virus D222G portan la sustitucion H275Y en la
neuraminidasa (NA) a"fSOCiada con la resistencia al oseltamivir. Reporte de la OMS.
Revision preliminar de la sustitucion del aminoacido D222G en la hemaglutinina de
los virus pandémicos%de influenza A (H1N1) de 2009. 28 de diciembre de 2009
(www.who.intlcsr/resinrces/publications/swineflu/cp1 65_2009_2812_review_d222
g_amino_acid_substit’tiution_in_ha_h1 n1_viruses.pdf)

[0054] La vacuna p%ndémica disponible actualmente también reconoce a los
mutantes hiperviruleni?os y de resistencia al oseltamivir, pero aunque la mutacion
se sitia en la cavidaéd de enlace del receptor y no en el sitio antigeno de la
hemaglutinina H1, una caracterizacion antigénica preliminar llevada a cabo en el
Instituto Sueco de Cc;)introl de Enfermedades Infecciosas y en nuestro laboratorio
mostré una reactividziad reducida significativa de virus mutantes con antisuero
contra la vacuna pandfémica actual en comparacién con la cepa pandémica de tipo
silvestre AH1N1. Por Io tanto, la vacuna actual no es tan eficiente como la
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presente vacuna canaidata para reconocer estas nuevas cepas mutantes que se

expandieron rapidamente en todo el mundo.

[0055] Una mutaciéng en el extremo 3’ del segmento 7 (segmento Matriz) del
genoma viral muestraf similitud (60%) con el segmento B M de Influenza. Se ha
reportado anteriormefnte que esta mutacibn aumenta la respuesta inmune

especifica en humanos y también podria conferir proteccion contra la Influenza B.

No obstante, la inmun’idad mediada por células

H
!
N
1

Tabla2.  Secuencia del génoma del virus pAHIN1 con mutaciones en NA (oseltamivir®),

HA( hipervirulencia.)y segméntos de matriz (Viru.s 1)

Segment I—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 1)

TATGGAGAGAATAAAAGAACTGAGAGATCTAATGTCGCAGTCCCGCACTCGCGAGA
TACTCACTAAGACCACtGTGGACCATATGGCCATAATCAAAAAGTACACATCAGGA
AGGCAAGAGAAGAACCCCGCACTCAGAATGAAGTGGATGATGGCAATGAGATACCC
AATTACAGCAGACAAGAGAATAATGGACATGATTCCAGAGAGGAATGAACAAGGA
CAAACCCTCTGGAGCAAAACAAACGATGCTGGATCAGACCGAQTGATGGTATCACC
TCTGGCCGTAACATGGfGGAATAGGAATGGCCCAACAACAAGTACAGTTCATTACC
CTAAGGTATATAAAACfTATTTCGAAAAGGTCGAAAGGTTGAAACATGGTACCTTCG
GCCCTGTCCACTTCAGAAATCAAGTTAAAATAAGGAGGAGAGTTGATACAAACCCT
GGCCATGCAGATCTCAGTGCCAAGGAGGCACAGGATGTGATTATGGAAGTTGTTTTC
CCAAATGAAGTGGGGGCAAGAATACTGACATCAGAGTCACAGCTGGCAATAACAAA
AGAGAAGAAAGAAGAQCTCCAGGATTGTAAAATTGCTCCCTTGATGGTGGCGTACA
TGCTAGAAAGAGAATTGGTCCGTAAAACAAGGTTTCTCCCAGTAGCCGGCGGAACA
GGCAGTGTTTATATTGA%GTGTTGCACTTAACCCAAGGGACGTGCTGGGAGCAGATG
TACACTCCAGGAGGAG%AGTGAGAAATGATGATGTTGACCAAAGTTTGATTATCGC
TGCTAGAAACATAGTAAGAAGAGCAGCAGTGTCAGCAGACCCATTAGCATCTCTCTT
GGAAATGTGCCACAGCéCACAGATTGGAGGAGTAAGGATGGTGGACATCCTTAGAC
AGAATCCAACTGAGGAACAAGCCGTAGACATATGCAAGGCAGCAATAGGGTTGAGG
ATTAGCTCATCTTTCAGTTTTGGTGGGTTCACTTTCAAAAGGACAAGCGGATCATCA
GTCAAGAAAGAAGAAG%AGTGCTAACGGGCAACCTCCAAACACTGAAAATAAGAG
TACATGAAGGGTATGAéGAATTCACAATGGTTGGGAGAAGAGCAACAGCTATTCTC
AGAAAGGCAACCAGGABATTGATCCAGTTGATAGTAAGCGGGAGAGACGAGCAGT
CAATTGCTGAGGCAATAATTGTGGCCATGGTATTCTCACAAGAGGATTGCATGATCA
AGGCAGTTAGGGGCGATCTGAACTTTGTCAATAGGGCAAACCAGCGACTGAACCCC
ATGCACCAACTCTTGAQGCATTTCCAAAAAGATGCAAAAGTGCTTTTCCAGAACTGG
GGAATTGAATCCATCG&CAATGTGATGGGAATGATCGGAATACTGCCCGACATGAC
CCCAAGCACGGAGATGTCGCTGAGAGGGATAAGAGTCAGCAAAATGGGAGTAGAT
GAATACTCCAGCACGGAGAGAGTGGTAGTGAGTATTGACCGATTTTTAAGGGTTAG
AGATCAAAGAGGGAACGTACTATTGTCTCCCGAAGAAGTCAGTGAAACGCAAGGAA
CTGAGAAGTTGACAATéACTTATTCGTCATCAATGATGTGGGAGATCAATGGCCCTG
AGTCAGTGCTAGTCAAQACTTATCAATGGATAATCAGGAACTGGGAAATTGTGAAA
ATTCAATGGTCACAAGéTCCCACAATGTTATACAACAAAATGGAATTTGAACCATTT
CAGTCTCTTGTCCCTAAGGCAACCAGAAGCCGGTACAGTGGATTCGTAAGGACACTG
TTCCAGCAAATGCGGGATGTGCTTGGGACATTTGACACTGTCCAAATAATAAAACTT
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CTCCCCTTTGCTGCTGCTCCACCAGAACAGAGTAGGATGCAATTTTCCTCATTGACTG
TGAATGTGAGAGGATCAGGGTTGAGGATACTGGTAAGAGGCAATTCTCCAGTATTC
AATTACAACAAGGC%ACCAAACGACTTACAGTTCTTGGAAAGGATGCAGGTGCATT
GACTGAAGATCCAGATGAAGGCACATCTGGGGTGGAGTCTGCTGTCCTGAGAGGAT
TTCTCATTTTGGGC&AAGAAGACAAGAGATATGGCCCAGCATTAAGCATCAATGAA
CTGAGCAATCTTGCAAAAGGAGAGAAAGCTAATGTGCTAATTGGGCAAGGGGACGT
AGTGTTGGTAATGAéACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAG
CGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTT

Segment 2—VIRUS 1 (SEQIDNO:2)

TTGAATGGATGTCAéTCCGACTCTACTTTTCCTAAAAATTCCAGCGCAAAATGCCAT

AAGCACCACATTCC§TTATACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGAACAG

GATACACCATGGACACAGTAAACAGAACACACCAATACTCAGAAAAGGGAAAGTG

GACGACAAACACAdAGACTGGTGCACCCCAGCTCAACCCGATTGATGGACCACTAC
CTGAGGATAATGAACCAAGTGGGTATGCACAAACAGACTGTGTTCTAGAGGCTATG

GCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGAATATTTGAGAATTCATGCCTTGAAACAATG
GAAGTTGTTCAACAAACAAGGGTAGATAAACTAACTCAAGGTCGCCAGACTTATGA

TTGGACATTAAACAGAAATCAACCGGCAGCAACTGCATTGGCCAACACCATAGAAG
TCTTTAGATCGAATGGCCTAACAGCTAATGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTCTTAA
AGGATGTAATGGAAHCAATGAACAAAGAGGAAATAGAGATAACAACCCACTTTCAA
AGAAAAAGGAGAGfAAGAGACAACATGACCAAGAAGATGGTCACGCAAAGAACAA
TAGGGAAGAAAAA@CAAAGACTGAATAAGAGAGGCTATCTAATAAGAGCACTGAC

ATTAAATACGATGACCAAAGATGCAGAGAGAGGCAAGTTAAAAAGAAGGGCTATC

GCAACACCTGGGATGCAGATTAGAGGTTTCGTATACTTTGTTGAAACTTTAGCTAGG
AGCATTTGCGAAAAGCTTGAACAGTCTGGGCTCCCAGTAGGGGGCAATGAAAAGAA
GGCCAAACTGGCAA%TGTTGTGAGAAAGATGATGACTAATTCACAAGACACAGAGA
TTTCTTTCACAATC&CTGGGGACAACACTAAGTGGAATGAAAATCAAAATCCTCGAA
TGTTCCTGGCGATGATTACATATATCACCAGAAATCAACCCGAGTGGTTCAGAAACA
TCCTGAGCATGGCA@CCATAATGTTCTCAAACAAAATGGCAAGACTAGGGAAAGGG
TACATGTTCGAGAGTAAAAGAATGAAGATTCGAACACAAATACCAGCAGAAATGCT
AGCAAGCATTGACC?GAAGTACTTCAATGAATCAACAAAGAAGAAAATTGAGAAAA
TAAGGCCTCTTCTAATAGATGGCACAGCATCACTGAGTCCTGGGATGATGATGGGCA
TGTTCAACATGCTA@GTACGGTCTTGGGAGTCTCGATACTGAATCTTGGACAAAAGA
AATACACCAAGACAATATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCATCCGACGATTTTGCTC
TCATAGTGAATGCAQCAAACCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGACAGATTCTAC
AGGACCTGCAAGTTAGTGGGAATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCCTATATAAATAA

GACAGGGACATTTG?ATTCACAAGCTTTTTTTATCGCTATGGATTTGTGGCTAATTTT'

AGCATGGAGCTACCCAGCTTTGGAGTGTCTGGAGTAAATGAATCAGCTGACATGAG
TATTGGAGTAACAGTGATAAAGAACAACATGATAAACAATGACCTTGGACCTGCAA

CGGCCCAGATGGCTCTTCAATTGTTCATCAAAGACTACAGATACACATATAGGTGCC
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ATAGGGGAGACACACAAATTCAGACGAGAAGATCATTTGAGTTAAAGAAGCTGTGG
GATCAAACCCAATCAAAGGTAGGGCTATTAGTATCAGATGGAGGACCAAACTTATA
CAATATACGGAATCTTCACATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAGCTAATGGATGA
TGATTATCGGGGAAGACTTTGTAATCCCCTGAATCCCTTTGTCAGTCATAAAGAGAT
TGATTCTGTAAACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAAAGCATGGA
ATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCCTGGATTCCCAAGAGGAATCGTTCTATTCT
CAACACAAGCCAAAGGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCA
ATCTATTCGAGAAATTTTTCCCTAGCAGTTCATATAGGAGACCGGTTGGAATTTCTA
GCATGGTGGAGGCCA?GGTGTCTAGGGCCCGGATTGATGCCAGGGTCGACTTCGAG
TCTGGACGGATCAAGAAAGAAGAGTTCTCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATT
GAAGAACTCAGACGGCAAAAATAATGAATTTAACTTGTCCTTCATGAAA

Segment 3—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 3)

TCCAAAATGGAAGACTTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCG
GAAAAGGCAATGAA@GAATATGGGGAAGATCCGAAAATCGAAACTAACAAGTTTG
CTGCAATATGCACACATTTGGAAGTTTGTTTCATGTATTCGGATTTCCATTTCATCGA
CGAACGGGGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGTGACCCGAATGCACTATTGAAGC
ACCGATTTGAGATAATTGAAGGAAGAGACCGAATCATGGCCTGGACAGTGGTGAAC
AGTATATGTAACACAACAGGGGTAGAGAAGCCTAAATTTCTTCCTGATTTGTATGAT
TACAAAGAGAACCGG?TCATTGAAATTGGAGTAACACGGAGGGAAGTCCACATATA
TTACCTAGAGAAAGC@AACAAAATAAAATCTGAGAAGACACACATTCACATCTTTTC
ATTCACTGGAGAGGAQATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGACGAAGAGAGCA
GGGCAAGAATCAAA@CTAGGCTTTTCACTATAAGACAAGAAATGGCCAGTAGGAGT
CTATGGGATTCCTTT@GTCAGTCCGAAAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATT
TGAGATTACAGGAAC&ATGCGCAAGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTC
CAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTAGATGGATTCGAGCCGAACGGCTGCATTGA
GGGCAAGCTTTCCCA@ATGTCAAAAGAAGTGAACGCCAAAATTGAACCATTCTTGA
GGACGACACCACGCCpCCTCAGATTGCCTGATGGGCCTCTTTGCCATCAGCGGTCAA
AGTTCCTGCTGATGGATGCTCTGAAATTAAGTATTGAAGACCCGAGTCACGAGGGG
GAGGGAATACCACTA&ATGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTCTTTGGCTGGAA
AGAGCCTAACATAGTCAAACCACATGAGAAAGGCATAAATCCCAATTACCTCATGG
CTTGGAAGCAGGTGCTAGCAGAGCTACAGGACATTGAAAATGAAGAGAAGATCCCA
AGGACAAAGAACATGAAGAGAACAAGCCAATTGAAGTGGGCACTCGGTGAAAATA
TGGCACCAGAAAAAGﬁAGACTTTGATGACTGCAAAGATGTTGGAGACCTTAAACAG
TATGACAGTGATGAGCCAGAGCCCAGATCTCTAGCAAGCTGGGTCCAAAATGAATT
CAATAAGGCATGTGA%TTGACTGATTCAAGCTGGATAGAACTTGATGAAATAGGAG
AAGATGTTGCCCCGATTGAACATATCGCAAGCATGAGGAGGAACTATTTTACAGCA
GAAGTGTCCCACTGCAGGGCTACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAATAC
GGCCTTGCTCAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAGCTGATCCCAATGAT

AAGCAAATGTAGGACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACAAACCTGTATGGGTTCATTA
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TAAAAGGAAGGTCTCATTTGAGAAATGATACTGATGTGGTGAACTTTGTAAGTATGG
AGTTCTCACTCACTGACCCGAGACTGGAGCCACACAAATGGGAAAAATACTGTGTTC
TTGAAATAGGAGACATGCTCTTGAGGACTGCGATAGGCCAAGTGTCGAGGCCCATG

TTCCTATATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGCATGGA

ACTGAGGCGCTGCCTTCTTCAGTCTCTTCAGCAGATTGAGAGCATGATTGAGGCCGA
GTCTTCTGTCAAAGAGAAAGACATGACCAAGGAATTCTTTGAAAACAAATCGGAAA

CATGGCCAATCGGAbAGTCACCCAGGGGAGTGGAGGAAGGCTCTATTGGGAAAGTG
TGCAGGACCTTACTGGCAAAATCTGTATTCAACAGTCTATATGCGTCTCCACAACTT

GAGGGGTTTTCGGCTGAATCGAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGAC
AACCTGGAACCTGGAACCTTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATCGAGGAGTG

CCTGATTAATGATCECTGGGTTTTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACA

CATGCACTGAAGTA?TTGTGGCAATGCTAC

Segment 4—VIRUS 1 {SEQ ID NO: 4)

AGCAAAAGCAGGGéAAAACAAAAGCAACAAAAATGAAGGCAATACTAGTAGTTCT
GCTATACACATTTG@AACCGCAAATGCAGACACATTATGTATAGGTTATCATGCGAA
CAATTCAACAGACACTGTAGACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACACACT
CTGTTAACCTTCTAGAAGACAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTA
GCCCCATTGCATTTGGGTAAATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAG
TGTGAATCACTCTC@ACAGCAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCTAGTTCA
GACAATGGAACGTQTTACCCAGGAGATTTCATCGATTATGAGGAGCTAAGAGAGCA
ATTGAGCTCAGTGTCATCATTTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATG
GCCCGATCATGACTCGAACAAAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCTGGAGCAA
AAAGCTTCTACAAAAATTTAATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAG
CTCAGCAAATCCTACATTAATGATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATT
CACCATCCATCTACTAGTGCTGACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATAT
GTTTTTGTGGGGACATCAAGATACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAG
ACCCAAAGTGAGGQAACGAGAAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAG
CCGGGAGACAAAATAACATTCGAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATAfGC
ATTCGCAATGGAAAGAAATGCTGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCA
CGATTGCAATACAACTTGTCAGACACCCAAAGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATT
TCAGAATATACATC@GATCACAATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAAAAGCACAA
AATTGAGACTGGCCACAGGATTGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTAT
TTGGGGCCATTGCCGGTTTCATTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGG
TACGGTTATCACCATCAAAATGAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAG
CACACAGAATGCCA?TGACGAGATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGAT
GAATACACAGTTCACAGCAGTAGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAG
AGAATTTAAATAAA%AAGTTGATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCG
AACTGTTGGTTCTATTGGAAAATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGA
AGAACTTATATGAA%AGGTAAGAAGCCAGTTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGA
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AACGGCTGCTTTGAATTTTACCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAA
AATGGGACTTATGACTACCCAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGA
.AATAGATGGGGTAA%GCTGGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTC
AACTGTCGCCAGTT@ATTGGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGAT
GTGCTCTAATGGGTCTCTACAGTGTAGAATATGTATTTAACATTAGGATTTCAGAAG
C :

A

Segment S—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 5)

ATCAATCACTGAGTGACATCGAAGCCATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCATAT

GAACAAATGGAGACTGGTGGGGAGCGCCAGGATGCCACAGAAATCAGAGCATCTGT
CGGAAGAATGATTGGTGGAATCGGGAGATTCTACATCCAAATGTGCACTGAACTCA

AACTCAGTGATTAT@ATGGACGACTAATCCAGAATAGCATAACAATAGAGAGGATG
GTGCTTTCTGCTTTTQATGAGAGAAGAAATAAATACCTAGAAGAGCATCCCAGTGCT
GGGAAGGACCCTAAGAAAACAGGAGGACCCATATATAGAAGAATAGACGGAAAGT
GGATGAGAGAACT&ATCCTTTATGACAAAGAAGAAATAAGGAGAGTTTGGCGCCAA
GCAAACAATGGCG&AGATGCAACAGCAGGTCTTACTCATATCATGATTTGGCATTCC
AACCTGAATGATGCCACATATCAGAGAACAAGAGCGCTTGTTCGCACCGGAATGGA
TCCCAGAATGTGCTCTCTAATGCAAGGTTCAACACTTCCCAGAAGGTCTGGTGCCGC
AGGTGCTGCGGTGA%AGGAGTTGGAACAATAGCAATGGAGTTAATCAGAATGATCA
AACGTGGAATCAATGACCGAAATTTCTGGAGGGGTGAAAATGGACGAAGGACAAG

GGTTGCTTATGAAAGAATGTGCAATATCCTCAAAGGAAAATTTCAAACAGCTGCCCA
GAGGGCAATGATG@ATCAAGTAAGAGAAAGTCGAAACCCAGGAAACGCTGAGATT

GAAGACCTCATTTTGCTGGCACGGTCAGCACTCATTCTGAGGGGATCAGTTGCACAT'

AAATCCTGCCTGCCTGCTTGTGTGTATGGGCTTGCAGTAGCAAGTGGGCATGACTTT
GAAAGGGAAGGGTACTCACTGGTCGGGATAGACCCATTCAAATTACTCCAAAACAG
CCAAGTGGTCAGCCTGATGAGACCAAATGAAAACCCAGCTCACAAGAGTCAATTGG
TGTGGATGGCATGC@ACTCTGCTGCATTTGAAGATTTAAGAGTATCAAGTTTCATAA
GAGGAAAGAAAGTGATTCCAAGAGGAAAGCTTTCCACAAGAGGGGTCCAGATTGCT
TCAAATGAGAATG?@GAAACCATGGACTCCAATACCCTGGAACTAAGAAGCAGATA
CTGGGCCATAAGGA;CAGGAGTGGAGGAAATACCAATCAACAAAAGGCATCCGCA

GGCCAGATCAGTGT@CAGCCTACATTCTCAGTGCAGCGAAATCTCCCTTTTGAAAGA
GCAACCGTTATGGCAGCATTCAGCGGGAACAATGAAGGACGGACATCCGACATGCG
AACAGAAGTTATAAGAATGATGGAAAGTGCAAAGCCAGAAGATTTGTCCTTCCAGG
GGCGGGGAGTCTTC@AGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCC

TTTGACATGAGTAATGAAGGGTCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGAC
AGTTGAGGAAAAA?ACCCTTGTTTCTACT

Segment 6—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 6)

ATGAATCCAAACCAAAAGATAATAACCATTGGTTCGGTCTGTATGACGATTGGAATG
GCTAACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATT

0



CAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGCAATCAAAGCGTCATTACTTATGA
AAACAACACTTGGG?AAATCAGACATATGTTAACATCAGCAACACCAACTTTGCTGC
TGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTGTTAGT
GGATGGGCTATATACAGTAAAGACAACAGTATAAGAATCGGTTCCAAGGGGGATGT
GTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAACCTTCTTC
TTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAG
GAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAA
CTCAAGATTTGAGT@AGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTG
GCTAACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTAAAGTACA
ACGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACACAA
GAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTGTAATGACCGATGGACCA
AGTGATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAA
ATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATTACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGA
TTCTAGTGAAATCA@ATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTG
GGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTTT
CGGAGACAATCCAQCCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTA
ATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATA
GGGAGAACTAAAAdCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAA
CGGATGGACTGGGApAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAA
ATGAGTGGTCAGGAﬁATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTG
GATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAA
CACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGT
GGGTTGGTCTTGGCéAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAA

Segment 7—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 7)

ATGAGTCTTCTAAC@GAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCC
CTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAGAACACAGA
TCTTGAGGCTCTCAﬁGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTGTCACCTCTGACTAA
GGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCG
TAGACGCTTTGTCC@AAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCGAACAACATGGATA
GAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAG
: GAGGTGTCACTAAG?TATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATAC
AACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGT
GAACAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACCAAT
CCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCTAT
GGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGAAAGGAGAAGACGTCCAAAAGCTGGCA
GAAGAGCTGCAAAG?AACATTGGAGTATTGAGATCTCTTGGAGCAAGTCAAAAGAG
TGGGGAAGGAATTG?AAAGGATGTAATGGAAGTGCTAAAGCAGAGCTCTATGGGAA
ATTCAGCTCTTGTGAAGAAATATCTATGCTCGAACCATTTCAGATTCTTTCAATTTGT
TCTTTTATCTTATCAGCTCTCCATTTCATGGCTTGGACAAGGCATTATCAAAAAAGAG
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GAGAGAAAAGAAAAGGTCCAAACAAAGAGACAAACAGAGAGGTATCAATTTGACA
CAGTTACCAAAAAGAAATCCAGGCCAAAGAAACAAAGGAAGTACTCTCTGACAACA
AGGGTGACCACAAGGGGCTTTCTGCCGGCGGAGGCCATGGAGGTTGCTAATCAGAC
TAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGG
TCTGAAAGATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGC
AGATGCAGCGATTCAAGTCCTCTCGTCATTGCAGCAATATCATTGGGATCTTGCACC
TGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATA
CGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAAT
ATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAG
AGCTAGAGTAA

Segment 8—VIRUS 1 (SEQ ID NO: 8)

AACATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCAT
ATCCGCAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTC
CGCCGAGATCAAAA@TCCTTAAAAGGAAGAGGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGA
AACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATCGTGGAATGGATCTTGAAAGAGGAATCCA
GCGAGACACTTAGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACA
TGACCCTCGAGGAAATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATA
ATAGGCCCTCTTTGGGTGCGATTGGACCAGGCGATCATGGAAAAGAACATAGTACT
GAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGC
TTTCACTGAGGAGG@AGCAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTACCTTCTCTTCCAGG
ACATACTTATGAGG@TGTCAAAAATGCAATTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATG
GAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGGAGAAACT
GTGATGAGAATGGQ%GACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGA
GCAATTGGGACAGAAATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACA
GATTGAAAGCGACAﬁAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTACAA
CTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGlllCAGLllAlllAACTG
ATAA ?

Tabla 3. Secuencia del génoma del virus pAH1N1 con mutaciones en NA y segmentos de matriz
(Virus 2) :

Segment I—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 9) |

TATGGAGAGAATAA%AGAACTGAGAGATCTAATGTCGCAGTCCCGCACTCGCGAGA
TACTCACTAAGACCéCTGTGGACCATATGGCCATAATCAAAAAGTACACATCAGGA
AGGCAAGAGAAGAACCCCGCACTCAGAATGAAGTGGATGATGGCAATGAGATACCC
AATTACAGCAGACA%GAGAATAATGGACATGATTCCAGAGAGGAATGAACAAGGA

CAAACCCTCTGGAGCAAAACAAACGATGCTGGATCAGACCGAGTGATGGTATCACC
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TCTGGCCGTAACATGGTGGAATAGGAATGGCCCAACAACAAGTACAGTTCATTACC
CTAAGGTATATAAA%CTTATTTCGAAAAGGTCGAAAGGTTGAAACATGGTACCTTCG
GCCCTGTCCACTTCAGAAATCAAGTTAAAATAAGGAGGAGAGTTGATACAAACCCT
GGCCATGCAGATCTCAGTGCCAAGGAGGCACAGGATGTGATTATGGAAGTTGTTTTC
CCAAATGAAGTGG@GGCAAGAATACTGACATCAGAGTCACAGCTGGCAATAACAAA
AGAGAAGAAAGAAéAGCTCCAGGATTGTAAAATTGCTCCCTTGATGGTGGCGTACA
TGCTAGAAAGAGA&TTGGTCCGTAAAACAAGGTTTCTCCCAGTAGCCGGCGGAACA
GGCAGTGTTTATATTGAAGTGTTGCACTTAACCCAAGGGACGTGCTGGGAGCAGATG
TACACTCCAGGAGGAGAAGTGAGAAATGATGATGTTGACCAAAGTTTGATTATCGC
TGCTAGAAACATAGTAAGAAGAGCAGCAGTGTCAGCAGACCCATTAGCATCTCTCTT
GGAAATGTGCCACAGCACACAGATTGGAGGAGTAAGGATGGTGGACATCCTTAGAC
AGAATCCAACTGAGGAACAAGCCGTAGACATATGCAAGGCAGCAATAGGGTTGAGG
ATTAGCTCATCTTTdAGTTTTGGTGGGTTCACTTTCAAAAGGACAAGCGGATCATCA
GTCAAGAAAGAAGéAGAAGTGCTAACGGGCAACCTCCAAACACTGAAAATAAGAG
TACATGAAGGGTAfCAAGAATTCACAATGGTTGGGAGAAGAGCAACAGCTATTCTC
AGAAAGGCAACCAGGAGATTGATCCAGTTGATAGTAAGCGGGAGAGACGAGCAGT
CAATTGCTGAGGCA?TAATTGTGGCCATGGTATTCTCACAAGAGGATTGCATGATCA
AGGCAGTTAGGGGQ@ATCTGAACTTTGTCAATAGGGCAAACCAGCGACTGAACCCC
ATGCACCAACTCTTGAGGCATTTCCAAAAAGATGCAAAAGTGCTTTTCCAGAACTGG
GGAATTGAATCCAT?GACAATGTGATGGGAATGATCGGAATACTGCCCGACATGAC
CCCAAGCACGGAGATGTCGCTGAGAGGGATAAGAGTCAGCAAAATGGGAGTAGAT
GAATACTCCAGCAOGGAGAGAGTGGTAGTGAGTATTGACCGATTTTTAAGGGTTAG
AGATCAAAGAGGGAACGTACTATTGTCTCCCGAAGAAGTCAGTGAAACGCAAGGAA
CTGAGAAGTTGACA%TAACTTATTCGTCATCAATGATGTGGGAGATCAATGGCCCTG
AGTCAGTGCTAGTCAACACTTATCAATGGATAATCAGGAACTGGGAAATTGTGAAA

ATTCAATGGTCACAAGATCCCACAATGTTATACAACAAAATGGAATTTGAACCATTT~

CAGTCTCTTGTCCC@AAGGCAACCAGAAGCCGGTACAGTGGATTCGTAAGGACACTG
TTCCAGCAAATGCGGGATGTGCTTGGGACATTTGACACTGTCCAAATAATAAAACTT
CTCCCCTTTGCTGCTGCTCCACCAGAACAGAGTAGGATGCAATTTTCCTCATTGACTG
TGAATGTGAGAGGATCAGGGTTGAGGATACTGGTAAGAGGCAATTCTCCAGTATTC

AATTACAACAAGGCAACCAAACGACTTACAGTTCTTGGAAAGGATGCAGGTGCATT

GACTGAAGATCCAGATGAAGGCACATCTGGGGTGGAGTCTGCTGTCCTGAGAGGAT

TTCTCATTTTGGGCAAAGAAGACAAGAGATATGGCCCAGCATTAAGCATCAATGAA

CTGAGCAATCTTGCAAAAGGAGAGAAAGCTAATGTGCTAATTGGGCAAGGGGACGT
AGTGTTGGTAATGAAACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAG

CGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTT

Segment 2—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 10)

TTGAATGGATGTCAéTCCGACTCTACTTTTCCTAAAAATTCCAGCGCAAAATGCCAT

AAGCACCACATTCC@TTATACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGAACAG




H
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GATACACCATGGACACAGTAAACAGAACACACCAATACTCAGAAAAGGGAAAGTG

GACGACAAACACAGAGACTGGTGCACCCCAGCTCAACCCGATTGATGGACCACTAC
CTGAGGATAATGAACCAAGTGGGTATGCACAAACAGACTGTGTTCTAGAGGCTATG

GCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGAATATTTGAGAATTCATGCCTTGAAACAATO
GAAGTTGTTCAACAAACAAGGGTAGATAAACTAACTCAAGGTCGCCAGACTTATGA

TTGGACATTAAACAGAAATCAACCGGCAGCAACTGCATTGGCCAACACCATAGAAG
TCTTTAGATCGAATGGCCTAACAGCTAATGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTCTTAA
AGGATGTAATGGAA?CAATGAACAAAGAGGAAATAGAGATAACAACCCACTTTCAA
AGAAAAAGGAGAGfAAGAGACAACATGACCAAGAAGATGGTCACGCAAAGAACAA
TAGGGAAGAAAAAQCAAAGACTGAATAAGAGAGGCTATCTAATAAGAGCACTGAC

ATTAAATACGATGA¢CAAAGATGCAGAGAGAGGCAAGTTAAAAAGAAGGGCTATC

GCAACACCTGGGAFQCAGATTAGAGGTTTCGTATACTTTGTTGAAACTTTAGCTAGG
AGCATTTGCGAAAAQCTTGAACAGTCTGGGCTCCCAGTAGGGGGCAATGAAAAGAA
GGCCAAACTGGCAA%TGTTGTGAGAAAGATGATGACTAATTCACAAGACACAGAGA
TTTCTTTCACAATC&CTGGGGACAACACTAAGTGGAATGAAAATCAAAATCCTCGAA
TGTTCCTGGCGATGATTACATATATCACCAGAAATCAACCCGAGTGGTTCAGAAACA
TCCTGAGCATGGCACCCATAATGTTCTCAAACAAAATGGCAAGACTAGGGAAAGGG
TACATGTTCGAGAGTAAAAGAATGAAGATTCGAACACAAATACCAGCAGAAATGCT
AGCAAGCATTGACC?GAAGTACTTCAATGAATCAACAAAGAAGAAAATTGAGAAAA
TAAGGCCTCTTCTAXTAGATGGCACAGCATCACTGAGTCCTGGGATGATGATGGGCA
TGTTCAACATGCTAAGTACGGTCTTGGGAGTCTCGATACTGAATCTTGGACAAAAGA
AATACACCAAGACA%TATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCATCCGACGATTTTGCTC
TCATAGTGAATGCA¢CAAACCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGACAGATTCTAC
AGGACCTGCAAGTTAGTGGGAATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCCTATATAAATAA
GACAGGGACATTTG?ATTCACAAGCTTTTTTTATCGCTATGGATTTGTGGCTAATTTT
AGCATGGAGCTACC;AGCTTTGGAGTGTCTGGAGTAAATGAATCAGCTGACATGAG

TATTGGAGTAACAGTGATAAAGAACAACATGATAAACAATGACCTTGGACCTGCAA

CGGCCCAGATGGCTCTTCAATTGTTCATCAAAGACTACAGATACACATATAGGTGCC
ATAGGGGAGACAC&CAAATTCAGACGAGAAGATCATTTGAGTTAAAGAAGCTGTGG
GATCAAACCCAATCAAAGGTAGGGCTATTAGTATCAGATGGAGGACCAAACTTATA

CAATATACGGAATCTTCACATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAGCTAATGGATGA
TGATTATCGGGGAAGACTTTGTAATCCCCTGAATCCCTTTGTCAGTCATAAAGAGAT

TGATTCTGTAAACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAAAGCATGGA
ATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCCTGGATTCCCAAGAGGAATCGTTCTATTCT

CAACACAAGCCAAAGGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCA‘

ATCTATTCGAGAAATTTTTCCCTAGCAGTTCATATAGGAGACCGGTTGGAATTTCTA
GCATGGTGGAGGCC%TGGTGTCTAGGGCCCGGATTGATGCCAGGGTCGACTTCGAG

TCTGGACGGATCAAQAAAGAAGAGTTCTCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATT

GAAGAACTCAGACQGCAAAAATAATGAATTTAACTTGTCCTTCATGAAA

(&



Segment 3—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 11)-

TCCAAAATGGAAGX&TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCG

GAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAAATCGAAACTAACAAGTTTG :

CTGCAATATGCACACATTTGGAAGTTTGTTTCATGTATTCGGATTTCCATTTCATCGA
CGAACGGGGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGTGACCCGAATGCACTATTGAAGC
ACCGATTTGAGATAATTGAAGGAAGAGACCGAATCATGGCCTGGACAGTGGTGAAC
AGTATATGTAACACAACAGGGGTAGAGAAGCCTAAATTTCTTCCTGATTTGTATGAT
TACAAAGAGAACCGGTTCATTGAAATTGGAGTAACACGGAGGGAAGTCCACATATA
TTACCTAGAGAAAGﬁCAACAAAATAAAATCTGAGAAGACACACATTCACATCTTTTC
ATTCACTGGAGAGGAGATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGACGAAGAGAGCA
GGGCAAGAATCAAAACTAGGCTTTTCACTATAAGACAAGAAATGGCCAGTAGGAGT
CTATGGGATTCCTTfCGTCAGTCCGAAAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATT
TGAGATTACAGGAA@TATGCGCAAGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTC
CAGCCTTGAAAACT?TAGAGCCTATGTAGATGGATTCGAGCCGAACGGCTGCATTGA
GGGCAAGCTTTCCCAAATGTCAAAAGAAGTGAACGCCAAAATTGAACCATTCTTGA
GGACGACACCACGCCCCCTCAGATTGCCTGATGGGCCTCTTTGCCATCAGCGGTCAA
AGTTCCTGCTGATGGATGCTCTGAAATTAAGTATTGAAGACCCGAGTCACGAGGGG
GAGGGAATACCACTATATGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTCTTTGGCTGGAA
AGAGCCTAACATAG?CAAACCACATGAGAAAGGCATAAATCCCAATTACCTCATGG
CTTGGAAGCAGGTG?TAGCAGAGCTACAGGACATTGAAAATGAAGAGAAGATCCCA
AGGACAAAGAACAfGAAGAGAACAAGCCAATTGAAGTGGGCACTCGGTGAAAATA
TGGCACCAGAAAA&GTAGACTTTGATGACTGCAAAGATGTTGGAGACCTTAAACAG
TATGACAGTGATGAGCCAGAGCCCAGATCTCTAGCAAGCTGGGTCCAAAATGAATT
CAATAAGGCATGTG%ATTGACTGATTCAAGCTGGATAGAACTTGATGAAATAGGAG
AAGATGTTGCCCCGATTGAACATATCGCAAGCATGAGGAGGAACTATTTTACAGCA
GAAGTGTCCCACTGCAGGGCTACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAATAC
GGCCTTGCTCAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAGCTGATCCCAATGAT
AAGCAAATGTAGG@CCAAAGAAGGAAGACGGAAAACAAACCTGTATGGGTTCATTA
TAAAAGGAAGGTCgCATTTGAGAAATGATACTGATGTGGTGAACTTTGTAAGTATGG
AGTTCTCACTCACTGACCCGAGACTGGAGCCACACAAATGGGAAAAATACTGTGTTC
TTGAAATAGGAGACATGCTCTTGAGGACTGCGATAGGCCAAGTGTCGAGGCCCATG
TTCCTATATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGCATGGA
ACTGAGGCGCTGCCTTCTTCAGTCTCTTCAGCAGATTGAGAGCATGATTGAGGCCGA
GTCTTCTGTCAAAGAGAAAGACATGACCAAGGAATTCTTTGAAAACAAATCGGAAA
CATGGCCAATCGGAQAGTCACCCAGGGGAGTGGAGGAAGGCTCTATTGGGAAAGTG
TGCAGGACCTTACTGGCAAAATCTGTATTCAACAGTCTATATGCGTCTCCACAACTT
GAGGGGTTTTCGGC@GAATCGAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGAC
AACCTGGAACCTGG%ACCTTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATCGAGGAGTG
CCTGATTAATGATC@CTGGGTTTTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACA

PAp



CATGCACTGAAGTAGTTGTGGCAATGCTAC
Segment 4—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 12)

AAAAGCAACAAAAQATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACC
GCAAATGCAGACAC%TTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTA
GACACAGTACTAGA%AAGAATGTAACAGTAACACACTCTGTTAACCTTCTAGAAGA
CAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTA
AATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAG
CAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACC
CAGGAGATTTCATCGATTATGAGGAGCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCAT
TTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAACA
AAGGTGTAACGGCA@CATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTA
ATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAAT
GATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCTACTAGTGCT
GACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCAIATGlTTFTGTGGGGTCATCAAGA
TACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGATCAAG
AAGGGAGAATGAAQTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTC
GAAGCAACTGGAA@TCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGC
TGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCA
GACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCAC
AATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGAT
TGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCA
TTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAAT
GAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGA
GATTACTAACAAAG@AAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGT
AGGTAAAGAGTTCA%CCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTG
ATGATGGTTTCCTG@ACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAA
ATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTA
AGAAGCCAGCTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGCTGLlllGAAJlllA
CCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACC
CAAAATACTCAGAGQAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCT
GGAATCAACAAGG@TTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATT
GGTACTGGTAGTCT@CCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCT
ACAGTGTAGAATATGTATTTAACTTTAGGATTTCAGAAGCAT

Segment S—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 13)

ATCAATCACTGAGT%ACATCGAAGCCATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCATAT
GAACAAATGGAGACTGGTGGGGAGCGCCAGGATGCCACAGAAATCAGAGCATCTGT
CGGAAGAATGATTGGTGGAATCGGGAGATTCTACATCCAAATGTGCACTGAACTCA

AACTCAGTGATTATGATGGACGACTAATCCAGAATAGCATAACAATAGAGAGGATG |

PAY



GTGCTTTCTGCTTTTGATGAGAGAAGAAATAAATACCTAGAAGAGCATCCCAGTGCT
GGGAAGGACCCTAAGAAAACAGGAGGACCCATATATAGAAGAATAGACGGAAAGT
GGATGAGAGAACTC%TCCTTTATGACAAAGAAGAAATAAGGAGAGTTTGGCGCCAA
GCAAACAATGGCGA%GATGCAACAGCAGGTCTTACTCATATCATGATTTGGCATTCC
AACCTGAATGATGG@ACATATCAGAGAACAAGAGCGCTTGTTCGCACCGGAATGGA
TCCCAGAATGTGCTéTCTAATGCAAGGTTCAACACTTCCCAGAAGGTCTGGTGCCGC
AGGTGCTGCGGTGAAAGGAGTTGGAACAATAGCAATGGAGTTAATCAGAATGATCA
AACGTGGAATCAATGACCGAAATTTCTGGAGGGGTGAAAATGGACGAAGGACAAG
GGTTGCTTATGAAAGAATGTGCAATATCCTCAAAGGAAAATTTCAAACAGCTGCCCA
GAGGGCAATGATGG%TCAAGTAAGAGAAAGTCGAAACCCAGGAAACGCTGAGATT
GAAGACCTCATTTTCCTGGCACGGTCAGCACTCATTCTGAGGGGATCAGTTGCACAT
AAATCCTGCCTGCCTGCTTGTGTGTATGGGCTTGCAGTAGCAAGTGGGCATGACTTT
GAAAGGGAAGGGT@CTCACTGGTCGGGATAGACCCATTCAAATTACTCCAAAACAG
CCAAGTGGTCAGCCTGATGAGACCAAATGAAAACCCAGCTCACAAGAGTCAATTGG
TGTGGATGGCATGC@ACTCTGCTGCATTTGAAGATTTAAGAGTATCAAGTTTCATAA
GAGGAAAGAAAGTGATTCCAAGAGGAAAGCTTTCCACAAGAGGGGTCCAGATTGCT
TCAAATGAGAATGTGGAAACCATGGACTCCAATACCCTGGAACTAAGAAGCAGATA
CTGGGCCATAAGGA@CAGGAGTGGAGGAAATACCAATCAACAAAAGGCATCCGCA
GGCCAGATCAGTGTGCAGCCTACATTCTCAGTGCAGCGAAATCTCCCTTTTGAAAGA
GCAACCGTTATGGCAGCATTCAGCGGGAACAATGAAGGACGGACATCCGACATGCG
AACAGAAGTTATA&EAATGATGGAAAGTGCAAAGCCAGAAGATTTGTCCTTCCAGG
GGCGGGGAGTCTTCQAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCC
TTTGACATGAGTAATGAAGGGTCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGAC
AGTTGAGGAAAAAT%CCCTTGTTTCTACT

Segment 6—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 14)

ATGAATCCAAACCA%AAGATAATAACCATTGGTTCGGTCTGTATGACGATTGGAATG
GCTAACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATT
CAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGCAATCAAAGCGTCATTACTTATGA
AAACAACACTTGGG?AAATCAGACATATGTTAACATCAGCAACACCAACTTTGCTGC
TGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTGTTAGT
GGATGGGCTATATACAGTAAAGACAACAGTATAAGAATCGGTTCCAAGGGGGATGT
GTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAACCTTCTTC
TTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAG
GAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAA
CTCAAGATTTGAGTCAGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTG
GCTAACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCAGIGGCTGTGTTAAAGTACA
ACGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACACAA
GAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTGTAATGACCGATGGACCA
AGTGATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAA
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ATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATTACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGA

TTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTG
GGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTTT
CGGAGACAATCCAQQCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTA

ATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATA

GGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAA

CGGATGGACTGGGQFAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAA
ATGAGTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTG

GATTGTATAAGACC?TGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAA

CACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGT
GGGTTGGTCTTGGCéAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAA

Segment 7—VIRUS 2 (SEQ IDNO: 15)

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCC
CTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAGAACACAGA
TCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTGTCACCTCTGACTAA
GGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCG
TAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCGAACAACATGGATA
GAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAG
GAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATAC
AACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCACTTGT
GAACAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACCAAT
CCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCTAT
GGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGAAAGGAGAAGACGTCCAAAAGCTGGCA
GAAGAGCTGCAAAGCAACATTGGAGTATTGAGATCTCTTGGAGCAAGTCAAAAGAG
TGGGGAAGGAATTGCAAAGGATGTAATGGAAGTGCTAAAGCAGAGCTCTATGGGAA
ATTCAGCTCTTGTGAAGAAATATCTATGCTCGAACCATTTCAGATTCTTTCAATTTGT
TCTTTTATCTTATCAGCTCTCCATTTCATGGCTTGGACAAGGCATTATCAAAAAAGAG
GAGAGAAAAGAAAAGGTCCAAACAAAGAGACAAACAGAGAGGTATCAATTTGACA
CAGTTACCAAAAAGAAATCCAGGCCAAAGAAACAAAGGAAGTACTCTCTGACAACA
AGGGTGACCACAAGGGGCTTTCTGCCGGCGGAGGCCATGGAGGTTGCTAATCAGAC
TAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGG
TCTGAAAGATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGC
AGATGCAGCGATTCAAGTCCTCTCGTCATTGCAGCAATATCATTGGGATCTTGCACC
TGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATA
CGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAAT
ATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAG
AGCTAGAGTAA |

Segment 8—VIRUS 2 (SEQ ID NO: 16)




AACATAATGGACTCCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCAT
ATCCGCAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTC
CGCCGAGATCAAAA@TCCTTAAAAGGAAGAGGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGA
AACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATCGTGGAATGGATCTTGAAAGAGGAATCCA
GCGAGACACTTAGAATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACA
TGACCCTCGAGGAABTGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATA
ATAGGCCCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGGCGATCATGGAAAAGAACATAGTACT
GAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGC
TTTCACTGAGGAGGGAGCAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTACCTTCTCTTCCAGG
ACATACTTATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATG
GAATGGTAACACGG?TCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGGAGAAACT
GTGATGAGAATGGG%GACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGA
GCAATTGGGACAGAAATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACA
GATTGAAAGCGACAQAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTACAA
CTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAACTG
ATAA 5

Tabla 4. Secuencia del genoma del virus pAH1N1 con mutaciones en segmento de matriz (MA)
(Virus 3) ‘

Segment 1—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 17)

TATGGAGAGAATAAAAGAACTGAGAGATCTAATGTCGCAGTCCCGCACTCGCGAGA
TACTCACTAAGACCACTGTGGACCATATGGCCATAATCAAAAAGTACACATCAGGA
.AGGCAAGAGAAGA@CCCCGCACTCAGAATGAAGTGGATGATGGCAATGAGATACCC
AATTACAGCAGACAAGAGAATAATGGACATGATTCCAGAGAGGAATGAACAAGGA
CAAACCCTCTGGAG@AAAACAAACGATGCTGGATCAGACCGAGTGATGGTATCACC
TCTGGCCGTAACATGGTGGAATAGGAATGGCCCAACAACAAGTACAGTTCATTACC
CTAAGGTATATAAA@CTTATTTCGAAAAGGTCGAAAGGTTGAAACATGGTACCTTCG
GCCCTGTCCACTTCAGAAATCAAGTTAAAATAAGGAGGAGAGTTGATACAAACCCT
GGCCATGCAGATCT@AGTGCCAAGGAGGCACAGGATGTGATTATGGAAGTTGTTTTC
CCAAATGAAGTGGGQGCAAGAATACTGACATCAGAGTCACAGCTGGCAATAACAAA
AGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAGGATTGTAAAATTGCTCCCTTGATGGTGGCGTACA
TGCTAGAAAGAGAATTGGTCCGTAAAACAAGGTTTCTCCCAGTAGCCGGCGGAACA
GGCAGTGTTTATAT@GAAGTGTTGCACTTAACCCAAGGGACGTGCTGGGAGCAGATG
TACACTCCAGGAGGAGAAGTGAGAAATGATGATGTTGACCAAAGTTTGATTATCGC
TGCTAGAAACATAGTAAGAAGAGCAGCAGTGTCAGCAGACCCATTAGCATCTCTCTT
GGAAATGTGCCACAGCACACAGATTGGAGGAGTAAGGATGGTGGACATCCTTAGAC
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AGAATCCAACTGAGGAACAAGCCGTAGACATATGCAAGGCAGCAATAGGGTTGAGG
ATTAGCTCATCTTTQAGTTTTGGTGGGTTCACTTTCAAAAGGACAAGCGGATCATCA
GTCAAGAAAGAAGAAGAAGTGCTAACGGGCAACCTCCAAACACTGAAAATAAGAG
TACATGAAGGGTATCAAGAATTCACAATGGTTGGGAGAAGAGCAACAGCTATTCTC
AGAAAGGCAACCAGGAGATTGATCCAGTTGATAGTAAGCGGGAGAGACGAGCAGT
CAATTGCTGAGGCAATAATTGTGGCCATGGTATTCTCACAAGAGGATTGCATGATCA
AGGCAGTTAGGGGC@ATCTGAACTTTGTCAATAGGGCAAACCAGCGACTGAACCCC
ATGCACCAACTCTTGAGGCATTTCCAAAAAGATGCAAAAGTGCTTTTCCAGAACTGG
GGAATTGAATCCAT@GACAATGTGATGGGAATGATCGGAATACTGCCCGACATGAC
CCCAAGCACGGAGATGTCGCTGAGAGGGATAAGAGTCAGCAAAATGGGAGTAGAT
GAATACTCCAGCACGGAGAGAGTGGTAGTGAGTATTGACCGATTTTTAAGGGTTAG
AGATCAAAGAGGG&ACGTACTATTGTCTCCCGAAGAAGTCAGTGAAACGCAAGGAA
CTGAGAAGTTGACAATAACTTATTCGTCATCAATGATGTGGGAGATCAATGGCCCTG

AGTCAGTGCTAGTC@ACACTTATCAATGGATAATCAGGAACTGGGAAATTGTGAAA |

ATTCAATGGTCACAAGATCCCACAATGTTATACAACAAAATGGAATTTGAACCATTT
CAGTCTCTTGTCCC@AAGGCAACCAGAAGCCGGTACAGTGGATTCGTAAGGACACTG
TTCCAGCAAATGCGGGATGTGCTTGGGACATTTGACACTGTCCAAATAATAAAACTT
CTCCCCTTTGCTGCﬁGCTCCACCAGAACAGAGTAGGATGCAATTTTCCTCATTGACTG
TGAATGTGAGAGGATCAGGGTTGAGGATACTGGTAAGAGGCAATTCTCCAGTATTC
AATTACAACAAGGC%ACCAAACGACTTACAGTTCTTGGAAAGGATGCAGGTGCATT
GACTGAAGATCCAG%TGAAGGCACATCTGGGGTGGAGTCTGCTGTCCTGAGAGGAT
TTCTCATTTTGGGCAAAGAAGACAAGAGATATGGCCCAGCATTAAGCATCAATGAA
CTGAGCAATCTTGCAAAAGGAGAGAAAGCTAATGTGCTAATTGGGCAAGGGGACGT
AGTGTTGGTAATGA%ACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAG
CGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTT

Segment 2—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 18)

TTGAATGGATGTCAéTCCGACTCTACTTTTCCTAAAAATTCCAGCGCAAAATGCCAT
AAGCACCACATTCCCTTATACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGAACAG
GATACACCATGGAC%CAGTAAACAGAACACACCAATACTCAGAAAAGGGAAAGTG
GACGACAAACACAGAGACTGGTGCACCCCAGCTCAACCCGATTGATGGACCACTAC
CTGAGGATAATGAA@CAAGTGGGTATGCACAAACAGACTGTGTTCTAGAGGCTATG
GCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGAATATTTGAGAATTCATGCCTTGAAACAATG
GAAGTTGTTCAACA%ACAAGGGTAGATAAACTAACTCAAGGTCGCCAGACTTATGA
TTGGACATTAAACAGAAATCAACCGGCAGCAACTGCATTGGCCAACACCATAGAAG
TCTTTAGATCGAATGGCCTAACAGCTAATGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTCTTAA
AGGATGTAATGGAATCAATGAACAAAGAGGAAATAGAGATAACAACCCACTTTCAA
AGAAAAAGGAGAGTAAGAGACAACATGACCAAGAAGATGGTCACGCAAAGAACAA
TAGGGAAGAAAAAACAAAGACTGAATAAGAGAGGCTATCTAATAAGAGCACTGAC
ATTAAATACGATGA@CAAAGATGCAGAGAGAGGCAAGTTAAAAAGAAGGGCTATC

GCAACACCTGGGAT@CAGATTAGAGGTTTCGTATACTTTGTTGAAACTTTAGCTAGG
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AGCATTTGCGAAAAGCTTGAACAGTCTGGGCTCCCAGTAGGGGGCAATGAAAAGAA
GGCCAAACTGGCAA%TGTTGTGAGAAAGATGATGACTAATTCACAAGACACAGAGA
TTTCTTTCACAATCACTGGGGACAACACTAAGTGGAATGAAAATCAAAATCCTCGAA
TGTTCCTGGCGATGATTACATATATCACCAGAAATCAACCCGAGTGGTTCAGAAACA
TCCTGAGCATGGCACCCATAATGTTCTCAAACAAAATGGCAAGACTAGGGAAAGGG
TACATGTTCGAGAGTAAAAGAATGAAGATTCGAACACAAATACCAGCAGAAATGCT
AGCAAGCATTGACCTGAAGTACTTCAATGAATCAACAAAGAAGAAAATTGAGAAAA
TAAGGCCTCTTCTAATAGATGGCACAGCATCACTGAGTCCTGGGATGATGATGGGCA
TGTTCAACATGCTAAGTACGGTCTTGGGAGTCTCGATACTGAATCTTGGACAAAAGA
AATACACCAAGACAATATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCATCCGACGATTTTGCTC
TCATAGTGAATGCAQCAAACCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGACAGATTCTAC
AGGACCTGCAAGTTAGTGGGAATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCCTATATAAATAA
GACAGGGACATTTGAATTCACAAGCTTTTTTTATCGCTATGGATTTGTGGCTAATTTT
AGCATGGAGCTACCCAGCTTTGGAGTGTCTGGAGTAAATGAATCAGCTGACATGAG

TATTGGAGTAACAGTGATAAAGAACAACATGATAAACAATGACCTTGGACCTGCAA

CGGCCCAGATGGCf@TTCAATTGTTCATCAAAGACTACAGATACACATATAGGTGCC
ATAGGGGAGACAC&CAAATTCAGACGAGAAGATCATTTGAGTTAAAGAAGCTGTGG
GATCAAACCCAATCAAAGGTAGGGCTATTAGTATCAGATGGAGGACCAAACTTATA

CAATATACGGAATC?TCACATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAGCTAATGGATGA
TGATTATCGGGGAAGACTTTGTAATCCCCTGAATCCCTTTGTCAGTCATAAAGAGAT

TGATTCTGTAAACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAAAGCATGGA

ATATGATGCCGTTG@AACTACACATTCCTGGATTCCCAAGAGGAATCGTTCTATTCT
CAACACAAGCCAAKGGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCA
ATCTATTCGAGAAATTTTTCCCTAGCAGTTCATATAGGAGACCGGTTGGAATTTCTA
GCATGGTGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGGATTGATGCCAGGGTCGACTTCGAG
TCTGGACGGATCAAQAAAGAAGAGTTCTCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATT
GAAGAACTCAGACGGCAAAAATAATGAATTTAACTTGTCCTTCATGAAA

Segment 3—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 19)

TCCAAAATGGAAGA@TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCG
GAAAAGGCAATGAAAGAATATGGGGAAGATCCGAAAATCGAAACTAACAAGTTTG

CTGCAATATGCACACATTTGGAAGTTTGTTTCATGTATTCGGATTTCCATTTCATCGA
CGAACGGGGTGAATCAATAATTGTAGAATCTGGTGACCCGAATGCACTATTGAAGC

ACCGATTTGAGATAATTGAAGGAAGAGACCGAATCATGGCCTGGACAGTGGTGAAC
AGTATATGTAACAG%ACAGGGGTAGAGAAGCCTAAATTTCTTCCTGATTTGTATGAT
TACAAAGAGAACCGGTTCATTGAAATTGGAGTAACACGGAGGGAAGTCCACATATA
TTACCTAGAGAAAGCCAACAAAATAAAATCTGAGAAGACACACATTCACATCTTTTC
ATTCACTGGAGAGG%GATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGACGAAGAGAGCA
GGGCAAGAATCAAAACTAGGCTTTTCACTATAAGACAAGAAATGGCCAGTAGGAGT
CTATGGGATTCCTTECGTCAGTCCGAAAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATT

TGAGATTACAGGAACTATGCGCAAGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTC




H
CAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTAGATGGATTCGAGCCGAACGGCTGCATTGA
GGGCAAGCTTTCCCAAATGTCAAAAGAAGTGAACGCCAAAATTGAACCATTCTTGA
GGACGACACCACGCCCCCTCAGATTGCCTGATGGGCCTCTTTGCCATCAGCGGTCAA
AGTTCCTGCTGATGGATGCTCTGAAATTAAGTATTGAAGACCCGAGTCACGAGGGG
GAGGGAATACCACTATATGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTCTTTGGCTGGAA
AGAGCCTAACATAGTCAAACCACATGAGAAAGGCATAAATCCCAATTACCTCATGG
CTTGGAAGCAGGTG@TAGCAGAGCTACAGGACATTGAAAATGAAGAGAAGATCCCA
AGGACAAAGAACAﬁGAAGAGAACAAGCCAATTGAAGTGGGCACTCGGTGAAAATA
TGGCACCAGAAAAAGTAGACTTTGATGACTGCAAAGATGTTGGAGACCTTAAACAG
TATGACAGTGATGAGCCAGAGCCCAGATCTCTAGCAAGCTGGGTCCAAAATGAATT
CAATAAGGCATGTGAATTGACTGATTCAAGCTGGATAGAACTTGATGAAATAGGAG
AAGATGTTGCCCCGATTGAACATATCGCAAGCATGAGGAGGAACTATTTTACAGCA
GAAGTGTCCCACTG@AGGGCTACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAATAC
GGCCTTGCTCAATGCATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAGCTGATCCCAATGAT
AAGCAAATGTAGGACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACAAACCTGTATGGGTTCATTA
TAAAAGGAAGGTCTCATTTGAGAAATGATACTGATGTGGTGAACTTTGTAAGTATGG
AGTTCTCACTCACTGACCCGAGACTGGAGCCACACAAATGGGAAAAATACTGTGTTC
TTGAAATAGGAGACATGCTCTTGAGGACTGCGATAGGCCAAGTGTCGAGGCCCATG
TTCCTATATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGCATGGA
ACTGAGGCGCTGCCTTCTTCAGTCTCTTCAGCAGATTGAGAGCATGATTGAGGCCGA
GTCTTCTGTCAAAGAGAAAGACATGACCAAGGAATTCTTTGAAAACAAATCGGAAA
CATGGCCAATCGGA@AGTCACCCAGGGGAGTGGAGGAAGGCTCTATTGGGAAAGTG
TGCAGGACCTTACTGGCAAAATCTGTATTCAACAGTCTATATGCGTCTCCACAACTT
GAGGGGTTTTCGGCTGAATCGAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGAC
AACCTGGAACCTGGAACCTTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATCGAGGAGTG
CCTGATTAATGATC@CTGGGTTTTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACA
CATGCACTGAAGTAQTTGTGGCAATGCTAC

Segment 4—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 20)

AAAAGCAACAAAAQATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACC
GCAAATGCAGACAG%TTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTA
GACACAGTACTAGAAAAGAATGTAACAGTAACACACTCTGTTAACCTTCTAGAAGA
CAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTA
AATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAG
CAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACC
CAGGAGATTTCATC@ATTATGAGGAGCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCAT
TTGAAAGGTTTGAG%TATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAACA
AAGGTGTAACGGCAGCATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTA
ATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAAT
GATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCTACTAGTGCT
GACCAACAAAGTCTCTATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGTCATCAAGA
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TACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGATCAAG
AAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTC
GAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGC
TGGATCTGGTATTATCATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCA
GACACCCAAGGGTGCTATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCAC
AATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGAT
TGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCA
TTGAAGGGGGGTGGACAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAAT
GAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGA
GATTACTAACAAAGIAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGT
AGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTG
ATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAA
ATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTA
AGAAGCCAGCTAA&AAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTA
CCACAAATGCGATAACACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACC
CAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCT
GGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATT
GGTACTGGTAGTCT@CCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCT
ACAGTGTAGAATATCTATTTAACTTTAGGATTTCAGAAGCAT

Segment S—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 21).

ATCAATCACTGAGT&ACATCGAAGCCATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCATAT

GAACAAATGGAGACTGGTGGGGAGCGCCAGGATGCCACAGAAATCAGAGCATCTGT
CGGAAGAATGATTGGTGGAATCGGGAGATTCTACATCCAAATGTGCACTGAACTCA

AACTCAGTGATTATGATGGACGACTAATCCAGAATAGCATAACAATAGAGAGGATG
GTGCTTTCTGCTTTTGATGAGAGAAGAAATAAATACCTAGAAGAGCATCCCAGTGCT
GGGAAGGACCCTAAGAAAACAGGAGGACCCATATATAGAAGAATAGACGGAAAGT
GGATGAGAGAACTCATCCTTTATGACAAAGAAGAAATAAGGAGAGTTTGGCGCCAA
GCAAACAATGGCGAAGATGCAACAGCAGGTCTTACTCATATCATGATTTGGCATTCC
AACCTGAATGATGCCACATATCAGAGAACAAGAGCGCTTGTTCGCACCGGAATGGA
TCCCAGAATGTGCTETCTAATGCAAGGTTCAACACTTCCCAGAAGGTCTGGTGCCGC
AGGTGCTGCGGTGAAAGGAGTTGGAACAATAGCAATGGAGTTAATCAGAATGATCA
AACGTGGAATCAATGACCGAAATTTCTGGAGGGGTGAAAATGGACGAAGGACAAG

GGTTGCTTATGAAAGAATGTGCAATATCCTCAAAGGAAAATTTCAAACAGCTGCCCA
GAGGGCAATGATGGATCAAGTAAGAGAAAGTCGAAACCCAGGAAACGCTGAGATT

GAAGACCTCATTTTCCTGGCACGGTCAGCACTCATTCTGAGGGGATCAGTTGCACAT
AAATCCTGCCTGCCTGCTTGTGTGTATGGGCTTGCAGTAGCAAGTGGGCATGACTTT

GAAAGGGAAGGGTACTCACTGGTCGGGATAGACCCATTCAAATTACTCCAAAACAG
CCAAGTGGTCAGCCTGATGAGACCAAATGAAAACCCAGCTCACAAGAGTCAATTGG
TGTGGATGGCATGCCACTCTGCTGCATTTGAAGATTTAAGAGTATCAAGTTTCATAA

GAGGAAAGAAAGTGATTCCAAGAGGAAAGCTTTCCACAAGAGGGGTCCAGATTGCT
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TCAAATGAGAATGTGGAAACCATGGACTCCAATACCCTGGAACTAAGAAGCAGATA
CTGGGCCATAAGGACCAGGAGTGGAGGAAATACCAATCAACAAAAGGCATCCGCA
GGCCAGATCAGTGTGCAGCCTACATTCTCAGTGCAGCGAAATCTCCCTTTTGAAAGA
GCAACCGTTATGGCAGCATTCAGCGGGAACAATGAAGGACGGACATCCGACATGCG
AACAGAAGTTATAAGAATGATGGAAAGTGCAAAGCCAGAAGATTTGTCCTTCCAGG
GGCGGGGAGTCTTQGAGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCC
TTTGACATGAGTAATGAAGGGTCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGAC
AGTTGAGGAAAAATACCCTTGTTTCTACT

Segment 6—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 22)

TGATGAATCCAAACCAAAAGATAATAACCATTGGTTCGGTCTGTATGACAATTGGAA
TGGCTAACTTAATGTTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAA
TTCAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGCAATCAAAGCGTCATTACTTATG
AAAACAACACTTGG@TAAATCAGACATATGTTAACATCAGCAACACCAACTTTGCTG
CTGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTGTTA
GTGGATGGGCTATATACAGTAAAGACAACAGTGTAAGAATCGGTTCCAAGGGGGAT
GTGTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAACCTTC
TTCTTGACTCAAGGGGCCTTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGAC
AGGAGCCCATATCGAACCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATAC
AACTCAAGATTTGA@TCAGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAAT
TGGCTAACAATTGGAATTTCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTAAAGTAC
AACGGCATAATAA@%GACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACACA
AGAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTGTAATGACCGATGGACC
AAGTAATGAACAGG?CTCATACAAGATCTTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCA
AATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATCACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTG
ATTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGT
GGGTGTCTTTCAAC@AGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTT
TCGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTA
ATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATA
GGGAGAACTAAAAGCATTAGTTCAAGAAACGGTTTTGAGATGATTTGGGATCCGAA
CGGATGGALTGGGACAGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAA
ATGAGTGGTCAGGATATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTG
GATTGTATAAGACCTTGCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAA
CACAATCTGGACTAQCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGT
GGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAACA

Segment 7—VIRUS 3 (SEQ ID NO: 23)

ATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAGGCCCC

CTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAGAACACAGA
TCTTGAGGCTCTCAfGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTGTCACCTCTGACTAA
GGGAATTTTAGGATITGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTGCAGCG
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TAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCGAACAACATGGATA
GAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGGCCAAG
GAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCATATAC
AACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTITGGTCTAGTGTGTGCCACTTGT
GAACAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCACCAAT
CCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAGGCTAT
GGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGAAAGGAGAAGACGTCCAAAAGCTGGCA

GAAGAGCTGCAAAGCAACATTGGAGTATTGAGATCTCTTGGAGCAAGTCAAAAGAG
TGGGGAAGGAATTGCAAAGGATGTAATGGAAGTGCTAAAGCAGAGCTCTATGGGAA
ATTCAGCTCTTGTGAAGAAATATCTATGCTCGAACCATTTCAGATTCTTTCAATTTGT
TCTTTTATCTTATCAGCTCTCCATTTCATGGCTTGGACAAGGCATTATCAAAAAAGAG
GAGAGAAAAGAAAAGGTCCAAACAAAGAGACAAACAGAGAGGTATCAATTTGACA
CAGTTACCAAAAAGAAATCCAGGCCAAAGAAACAAAGGAAGTACTCTCTGACAACA
AGGGTGACCACAAGGGGCTTTCTGCCGGCGGAGGCCATGGAGGTTGCTAATCAGAC
TAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAGCTCCAGTGCTGG
TCTGAAAGATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAATGGGAGTGC

AGATGCAGCGATTCAAGTCCTCTCGTCATTGCAGCAATATCATTGGGATCTTGCACC

TGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCGTCGCTTTAAATA

CGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCATGAGGGAAGAAT
ATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATTTTGTCAACATAG
AGCTAGAGTAA

Segment 8—VIRUS 3 {SEQ ID NO: 24)

AACATAATGGACTCZCAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCAT
ATCCGCAAGCGATTTGCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTC
CGCCGAGATCAAA.AQGTCCTTAAAAGGAAGAGGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGA
AACAGCCACTCTTGTTGGGAAACAAATCGTGGAATGGATCTTGAAAGAGGAATCCA
GCGAGACACTTAGA{?ATGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACA
TGACCCTCGAGGAAATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATA
ATAGGCCCTCTTTGCGTGCGATTGGACCAGGCGATCATGGAAAAGAACATAGTACT
GAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGC
TTTCACTGAGGAGG:GAGCAATAGTTG GAGAAATTTCACCATTACCTTCTCTTCCAGG
AC-ATACTTATGAGGATGTCAAAAATGCAATTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATG
GAATGGTAACACGGTTCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGGAGAAACT
GTGATGAGAATGGGAGACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAG‘A
GCAATTGGGACAGA%AATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAG‘AAATGCGGCACA
GATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTACAA
CTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAACTG
ATAA
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Tabla 5. Secuencia del g,énoma del virus pAHTIN1 con mutaciones en segmento NA (Virus 4)

Segment 1—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 25)

TATGGAGAGAATAAAAGAACTGAGAGATCTAATGTCGCAGTCCCGCACTCGCGAGA
TACTCACTAAGACCACTGTGGACCATATGGCCATAATCAAAAAGTACACATCAGGA
AGGCAAGAGAAGAACCCCGCACTCAGAATGAAGTGGATGATGGCAATGAGATACCC
AATTACAGCAGACAAGAGAATAATGGACATGATTCCAGAGAGGAATGAACAAGGA
CAAACCCTCTGGAGQAAAACAAACGATGCTGGATCAGACCGAGTGATGGTATCACC
TCTGGCCGTAACATGGTGGAATAGGAATGGCCCAACAACAAGTACAGTTCATTACC
CTAAGGTATATAAAACTTATTTCGAAAAGGTCGAAAGGTTGAAACATGGTACCTTCG
GCCCTGTCCACTTCAGAAATCAAGTTAAAATAAGGAGGAGAGTTGATACAAACCCT
GGCCATGCAGATCTCAGTGCCAAGGAGGCACAGGATGTGATTATGGAAGTTGTTTTC
CCAAATGAAGTGGG@GCAAGAATACTGACATCAGAGTCACAGCTGGCAATAACAAA
AGAGAAGAAAGAAGAGCTCCAGGATTGTAAAATTGCTCCCTTGATGGTGGCGTACA
TGCTAGAAAGAGAATTGGTCCGTAAAACAAGGTTTCTCCCAGTAGCCGGCGGAACA
GGCAGTGTTTATATTGAAGTGTTGCACTTAACCCAAGGGACGTGCTGGGAGCAGATG
TACACTCCAGGAGGAGAAGTGAGAAATGATGATGTTGACCAAAGTTTGATTATCGC
TGCTAGAAACATAG@AAGAAGAGCAGCAGTGTCAGCAGACCCATTAGCATCTCTCTT
GGAAATGTGCCACAGCACACAGATTGGAGGAGTAAGGATGGTGGACATCCTTAGAC
AGAATCCAACTGAGGAACAAGCCGTAGACATATGCAAGGCAGCAATAGGGTTGAGG
ATTAGCTCATCTTTCAGTTTTGGTGGGTTCACTTTCAAAAGGACAAGCGGATCATCA
GTCAAGAAAGAAGAAGAAGTGCTAACGGGCAACCTCCAAACACTGAAAATAAGAG
TACATGAAGGGTATGAAGAATTCACAATGGTTGGGAGAAGAGCAACAGCTATTCTC
AGAAAGGCAACCAGGAGATTGATCCAGTTGATAGTAAGCGGGAGAGACGAGCAGT
CAATTGCTGAGGCAATAATTGTGGCCATGGTATTCTCACAAGAGGATTGCATGATCA
AGGCAGTTAGGGGCGATCTGAACTTTGTCAATAGGGCAAACCAGCGACTGAACCCC
ATGCACCAACTCTTG%GGCATTTCCAAAAAGATGCAAAAGTGCTTTTCCAGAACTGG
GGAATTGAATCCATQGACAATGTGATGGGAATGATCGGAATACTGCCCGACATGAC
CCCAAGCACGGAGATGTCGCTGAGAGGGATAAGAGTCAGCAAAATGGGAGTAGAT
GAATACTCCAGCACGGAGAGAGTGGTAGTGAGTATTGACCGATTTTTAAGGGTTAG
AGATCAAAGAGGGAACGTACTATTGTCTCCCGAAGAAGTCAGTGAAACGCAAGGAA
CTGAGAAGTTGACA@TAACTTATTCGTCATCAATGATGTGGGAGATCAATGGCCCTG
AGTCAGTGCTAGTCAACACTTATCAATGGATAATCAGGAACTGGGAAATTGTGAAA
ATTCAATGGTCACA&GATCCCACAATGTTATACAACAAAATGGAATTTGAACCATTT
CAGTCTCTTGTCCCTAAGGCAACCAGAAGCCGGTACAGTGGATTCGTAAGGACACTG
TTCCAGCAAATGCGdGATGTGCTTGGGACATTTGACACTGTCCAAATAATAAAACTT
CTCCCCTTTGCTGCTGCTCCACCAGAACAGAGTAGGATGCAATTTTCCTCATTGACTG
TGAATGTGAGAGGATCAGGGTTGAGGATACTGGTAAGAGGCAATTCTCCAGTATTC
AATTACAACAAGGCAACCAAACGACTTACAGTTCTTGGAAAGGATGCAGGTGCATT
GACTGAAGATCCAGéTGAAGGCACATCTGGGGTGGAGTCTGCTGTCCTGAGAGGAT
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TTCTCATTTTGGGCAAAGAAGACAAGAGATATGGCCCAGCATTAAGCATCAATGAA

CTGAGCAATCTTGCAAAAGGAGAGAAAGCTAATGTGCTAATTGGGCAAGGGGACGT
AGTGTTGGTAATGAAACGAAAACGGGACTCTAGCATACTTACTGACAGCCAGACAG
CGACCAAAAGAATTCGGATGGCCATCAATTAGTGTCGAATTGTT

Segment 2—VIRUS 4 {SEQ ID NO: 26) .

TTGAATGGATGTCAATCCGACTCTACTTTTCCTAAAAATTCCAGCGCAAAATGCCAT
AAGCACCACATTCCCTTATACTGGAGATCCTCCATACAGCCATGGAACAGGAACAG
GATACACCATGGAC%CAGTAAACAGAACACACCAATACTCAGAAAAGGGAAAGTG
GACGACAAACACAGAGACTGGTGCACCCCAGCTCAACCCGATTGATGGACCACTAC
CTGAGGATAATGAA@CAAGTGGGTATGCACAAACAGACTGTGTTCTAGAGGCTATG
GCTTTCCTTGAAGAATCCCACCCAGGAATATTTGAGAATTCATGCCTTGAAACAATG
GAAGTTGTTCAACNAACAAGGGTAGATAAACTAACTCAAGGTCGCCAGACTTATGA
TTGGACATTAAACAGAAATCAACCGGCAGCAACTGCATTGGCCAACACCATAGAAG
TCTTTAGATCGAATGGCCTAACAGCTAATGAGTCAGGAAGGCTAATAGATTTCTTAA
AGGATGTAATGGAATCAATGAACAAAGAGGAAATAGAGATAACAACCCACTTTCAA
AGAAAAAGGAGAGTAAGAGACAACATGACCAAGAAGATGGTCACGCAAAGAACAA
TAGGGAAGAAAAAACAAAGACTGAATAAGAGAGGCTATCTAATAAGAGCACTGAC
ATTAAATACGATGA&CAAAGATGCAGAGAGAGGCAAGTTAAAAAGAAGGGCTATC
GCAACACCTGGGATGCAGATTAGAGGTTTCGTATACTTTGTTGAAACTTTAGCTAGG
AGCATTTGCGAAAAGCTTGAACAGTCTGGGCTCCCAGTAGGGGGCAATGAAAAGAA
GGCCAAACTGGCAAATGTTGTGAGAAAGATGATGACTAATTCACAAGACACAGAGA
TTTCTTTCACAATC@CTGGGGACAACACTAAGTGGAATGAAAATCAAAATCCTCGAA
TGTTCCTGGCGATGATTACATATATCACCAGAAATCAACCCGAGTGGTTCAGAAACA
TCCTGAGCATGGCACCCATAATGTTCTCAAACAAAATGGCAAGACTAGGGAAAGGG
TACATGTTCGAGAG?AAAAGAATGAAGATTCGAACACAAATACCAGCAGAAATGCT
AGCAAGCATTGACCTGAAGTACTTCAATGAATCAACAAAGAAGAAAATTGAGAAAA
TAAGGCCTCTTCTAATAGATGGCACAGCATCACTGAGTCCTGGGATGATGATGGGCA
TGTTCAACATGCTAAGTACGGTCTTGGGAGTCTCGATACTGAATCTTGGACAAAAGA
AATACACCAAGACAATATACTGGTGGGATGGGCTCCAATCATCCGACGATTTTGCTC
TCATAGTGAATGCACCAAACCATGAGGGAATACAAGCAGGAGTGGACAGATTCTAC
AGGACCTGCAAGTTAGTGGGAATCAACATGAGCAAAAAGAAGTCCTATATAAATAA
GACAGGGACATTTG%ATTCACAAGCTTTTTTTATCGCTATGGATTTGTGGCTAATTTT
AGCATGGAGCTACCCAGCTTTGGAGTGTCTGGAGTAAATGAATCAGCTGACATGAG
TATTGGAGTAACAGTGATAAAGAACAACATGATAAACAATGACCTTGGACCTGCAA
CGGCCCAGATGGCTCTTCAATTGTTCATCAAAGACTACAGATACACATATAGGTGCC
ATAGGGGAGACACACAAATTCAGACGAGAAGATCATTTGAGTTAAAGAAGCTGTGG
GATCAAACCCAATC%AAGGTAGGGCTATTAGTATCAGATGGAGGACCAAACTTATA
CAATATACGGAATC?TCACATTCCTGAAGTCTGCTTAAAATGGGAGCTAATGGATGA
TGATTATCGGGGAAGACTTTGTAATCCCCTGAATCCCTTTGTCAGTCATAAAGAGAT
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TGATTCTGTAAACAATGCTGTGGTAATGCCAGCCCATGGTCCAGCCAAAAGCATGGA
ATATGATGCCGTTGCAACTACACATTCCTGGATTCCCAAGAGGAATCGTTCTATTCT
CAACACAAGCCAA&GGGGAATTCTTGAGGATGAACAGATGTACCAGAAGTGCTGCA
ATCTATTCGAGAAATTTTTCCCTAGCAGTTCATATAGGAGACCGGTTGGAATTTCTA
GCATGGTGGAGGCCATGGTGTCTAGGGCCCGGATTGATGCCAGGGTCGACTTCGAG
TCTGGACGGATCAAGAAAGAAGAGTTCTCTGAGATCATGAAGATCTGTTCCACCATT
GAAGAACTCAGACGGCAAAAATAATGAATTTAACTTGTCCTTCATGAAA

Segment 3—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 27)

TCCAAAATGGAAGA@TTTGTGCGACAATGCTTCAATCCAATGATCGTCGAGCTTGCG
GAAAAGGCAATGA&AGAATATGGGGAAGATCCGAAAATCGAAACTAACAAGTTTG
CTGCAATATGCACACATTTGGAAGTTTGTTTCATGTATTCGGATTTCCATTTCATCGA
CGAACGGGGTGAAtCAATAATTGTAGAATCTGGTGACCCGAATGCACTATTGAAGC
ACCGATTTGAGATAATTGAAGGAAGAGACCGAATCATGGCCTGGACAGTGGTGAAC
AGTATATGTAACACAACAGGGGTAGAGAAGCCTAAATTTCTTCCTGATTTGTATGAT
TACAAAGAGAACCQGTTCATTGAAATTGGAGTAACACGGAGGGAAGTCCACATATA
TTACCTAGAGAAAGCCAACAAAATAAAATCTGAGAAGACACACATTCACATCTTITTIC
ATTCACTGGAGAGGAGATGGCCACCAAAGCGGACTACACCCTTGACGAAGAGAGCA
GGGCAAGAATCAA&ACTAGGCTTTTCACTATAAGACAAGAAATGGCCAGTAGGAGT
CTATGGGATTCCTTfCGTCAGTCCGAAAGAGGCGAAGAGACAATTGAAGAAAAATT
TGAGATTACAGGAA&TATGCGCAAGCTTGCCGACCAAAGTCTCCCACCGAACTTCTC
CAGCCTTGAAAACTTTAGAGCCTATGTAGATGGATTCGAGCCGAACGGCTGCATTGA
GGGCAAGCTTTCCCAAATGTCAAAAGAAGTGAACGCCAAAATTGAACCATTCTTGA
GGACGACACCACGC?CCCTCAGATTGCCTGATGGGCCTCTTTGCCATCAGCGGTCAA
.AGTTCCTGCTGATG@ATGCTCTGAAATTAAGTATTGAAGACCCGAGTCACGAGGGG
GAGGGAATACCACT%TATGATGCAATCAAATGCATGAAGACATTCTTTGGCTGGAA
AGAGCCTAACATAGTCAAACCACATGAGAAAGGCATAAATCCCAATTACCTCATGG
CTTGGAAGCAGGTG?TAGCAGAGCTACAGGACATTGAAAATGAAGAGAAGATCCCA
AGGACAAAGAACATGAAGAGAACAAGCCAATTGAAGTGGGCACTCGGTGAAAATA
TGGCACCAGAAAA&GTAGACTTTGATGACTGCAAAGATGTTGGAGACCTTAAACAG
TATGACAGTGATGAQCCAGAGCCCAGATCTCTAGCAAGCTGGGTCCAAAATGAATT
CAATAAGGCATGTGAATTGACTGATTCAAGCTGGATAGAACTTGATGAAATAGGAG
AAGATGTTGCCCCG%TTGAACATATCGCAAGCATGAGGAGGAACTATTTTACAGCA
GAAGTGTCCCACTGCAGGGCTACTGAATACATAATGAAGGGAGTGTACATAAATAC
GGCCTTGCTCAATGEATCCTGTGCAGCCATGGATGACTTTCAGCTGATCCCAATGAT
AAGCAAATGTAGGACCAAAGAAGGAAGACGGAAAACAAACCTGTATGGGTTCATTA
TAAAAGGAAGGTCTCATTTGAGAAATGATACTGATGTGGTGAACTTTGTAAGTATGG
AGTTCTCACTCACTGACCCGAGACTGGAGCCACACAAATGGGAAAAATACTGTGTTC
TTGAAATAGGAGACATGCTCTTGAGGACTGCGATAGGCCAAGTGTCGAGGCCCATG

TTCCTATATGTGAGAACCAATGGAACCTCCAAGATCAAGATGAAATGGGGCATGGA
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ACTGAGGCGCTGCCTTCTTCAGTCTCTTCAGCAGATTGAGAGCATGATTGAGGCCGA
GTCTTCTGTCAAAGAGAAAGACATGACCAAGGAATTCTTTGAAAACAAATCGGAAA
CATGGCCAATCGGAQAGTCACCCAGGGGAGTGGAGGAAGGCTCTATTGGGAAAGTG
TGCAGGACCTTACTGGCAAAATCTGTATTCAACAGTCTATATGCGTCTCCACAACTT

GAGGGGTTTTCGGCTGAATCGAGAAAATTGCTTCTCATTGTTCAGGCACTTAGGGAC
AACCTGGAACCTGGAACCTTCGATCTTGGGGGGCTATATGAAGCAATCGAGGAGTG

CCTGATTAATGATC@CTGGGTTTTGCTTAATGCATCTTGGTTCAACTCCTTCCTCACA

CATGCACTGAAGTA@TTGTGGCAATGCTAC

Segment 4—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 28)

AAAAGCAACAAAAGATGAAGGCAATACTAGTAGTTCTGCTATATACATTTGCAACC
GCAAATGCAGACAC%TTATGTATAGGTTATCATGCGAACAATTCAACAGACACTGTA
GACACAGTACTAGA%AAGAATGTAACAGTAACACACTCTGTTAACCTTCTAGAAGA
CAAGCATAACGGGAAACTATGCAAACTAAGAGGGGTAGCCCCATTGCATTTGGGTA
AATGTAACATTGCTGGCTGGATCCTGGGAAATCCAGAGTGTGAATCACTCTCCACAG
CAAGCTCATGGTCCTACATTGTGGAAACATCTAGTTCAGACAATGGAACGTGTTACC
CAGGAGATTTCATC@ATTATGAGGAGCTAAGAGAGCAATTGAGCTCAGTGTCATCAT
TTGAAAGGTTTGAGATATTCCCCAAGACAAGTTCATGGCCCAATCATGACTCGAACA
AAGGTGTAACGGCA@CATGTCCTCATGCTGGAGCAAAAAGCTTCTACAAAAATTTA
ATATGGCTAGTTAAAAAAGGAAATTCATACCCAAAGCTCAGCAAATCCTACATTAAT
GATAAAGGGAAAGAAGTCCTCGTGCTATGGGGCATTCACCATCCATCTACTAGTGCT
GACCAACAAAGTCT@TATCAGAATGCAGATGCATATGTTTTTGTGGGGTCATCAAGA
TACAGCAAGAAGTTCAAGCCGGAAATAGCAATAAGACCCAAAGTGAGGGATCAAG
AAGGGAGAATGAACTATTACTGGACACTAGTAGAGCCGGGAGACAAAATAACATTC
GAAGCAACTGGAAATCTAGTGGTACCGAGATATGCATTCGCAATGGAAAGAAATGC
TGGATCTGGTATTAICATTTCAGATACACCAGTCCACGATTGCAATACAACTTGTCA
GACACCCAAGGGTG@TATAAACACCAGCCTCCCATTTCAGAATATACATCCGATCAC
AATTGGAAAATGTCCAAAATATGTAAAAAGCACAAAATTGAGACTGGCCACAGGAT
TGAGGAATGTCCCGTCTATTCAATCTAGAGGCCTATTTGGGGCCATTGCCGGTTTCA
TTGAAGGGGGGTGG%CAGGGATGGTAGATGGATGGTACGGTTATCACCATCAAAAT
GAGCAGGGGTCAGGATATGCAGCCGACCTGAAGAGCACACAGAATGCCATTGACGA
GATTACTAACAAAGTAAATTCTGTTATTGAAAAGATGAATACACAGTTCACAGCAGT
AGGTAAAGAGTTCAACCACCTGGAAAAAAGAATAGAGAATTTAAATAAAAAAGTTG
ATGATGGTTTCCTGGACATTTGGACTTACAATGCCGAACTGTTGGTTCTATTGGAAA
ATGAAAGAACTTTGGACTACCACGATTCAAATGTGAAGAACTTATATGAAAAGGTA
AGAAGCCAGCTAAAAAACAATGCCAAGGAAATTGGAAACGGCTGCTTTGAATTTTA
CCACAAATGCGATA%CACGTGCATGGAAAGTGTCAAAAATGGGACTTATGACTACC
CAAAATACTCAGAGGAAGCAAAATTAAACAGAGAAGAAATAGATGGGGTAAAGCT
GGAATCAACAAGGATTTACCAGATTTTGGCGATCTATTCAACTGTCGCCAGTTCATT
GGTACTGGTAGTCTCCCTGGGGGCAATCAGTTTCTGGATGTGCTCTAATGGGTCTCT
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ACAGTGTAGAATATGTATITAACTTTAGGATTTCAGAAGCAT
Segment 5—VIRUS 4 éSEQ ID NO: 29)

ATCAATCACTGAGT@ACATCGAAGCCATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCATAT

GAACAAATGGAGAQTGGTGGGGAGCGCCAGGATGCCACAGAAATCAGAGCATCTGT
CGGAAGAATGATTG@TGGAATCGGGAGATTCTACATCCAAATGTGCACTGAACTCA

AACTCAGTGATTAT@ATGGACGACTAATCCAGAATAGCATAACAATAGAGAGGATG
GTGCTTTCTGCTTTTGATGAGAGAAGAAATAAATACCTAGAAGAGCATCCCAGTGCT
GGGAAGGACCCTA&GAAAACAGGAGGACCCATATATAGAAGAATAGACGGAAAGT
GGATGAGAGAACTCATCCTTTATGACAAAGAAGAAATAAGGAGAGTTTGGCGCCAA
GCAAACAATGGCG&AGATGCAACAGCAGGTCTTACTCATATCATGATTTGGCATTCC
AACCTGAATGATGC@ACATATCAGAGAACAAGAGCGCTTGTTCGCACCGGAATGGA
TCCCAGAATGTGCTéTCTAATGCAAGGTTCAACACTTCCCAGAAGGTCTGGTGCCGC
AGGTGCTGCGGTGA%AGGAGTTGGAACAATAGCAATGGAGTTAATCAGAATGATCA
AACGTGGAATCAATGACCGAAATTTCTGGAGGGGTGAAAATGGACGAAGGACAAG

GGTTGCTTATGAAAGAATGTGCAATATCCTCAAAGGAAAATTTCAAACAGCTGCCCA
GAGGGCAATGATGqATCAAGTAAGAGAAAGTCGAAACCCAGGAAACGCTGAGATT

GAAGACCTCATTTT@CTGGCACGGTCAGCACTCATTCTGAGGGGATCAGTTGCACAT
AAATCCTGCCTGCCTGCTTGTGTGTATGGGCTTGCAGTAGCAAGTGGGCATGACTTT

GAAAGGGAAGGGTACTCACTGGTCGGGATAGACCCATTCAAATTACTCCAAAACAG
CCAAGTGGTCAGCC?GATGAGACCAAATGAAAACCCAGCTCACAAGAGTCAATTGG
TGTGGATGGCATGCCACTCTGCTGCATTTGAAGATTTAAGAGTATCAAGTTTCATAA

GAGGAAAGAAAGTGATTCCAAGAGGAAAGCTTTCCACAAGAGGGGTCCAGATTGCT
TCAAATGAGAATGTGGAAACCATGGACTCCAATACCCTGGAACTAAGAAGCAGATA
CTGGGCCATAAGGAtCAGGAGTGGAGGAAATACCAATCAACAAAAGGCATCCGCA

GGCCAGATCAGTGTCCAGCCTACATTCTCAGTGCAGCGAAATCTCCCTTTTGAAAGA
GCAACCGTTATGGCAGCATTCAGCGGGAACAATGAAGGACGGACATCCGACATGCG

AACAGAAGTTATAA@AATGATGGAAAGTGCAAAGCCAGAAGATTTGTCCTTCCAGG _

GGCGGGGAGTCTTQ@AGCTCTCGGACGAAAAGGCAACGAACCCGATCGTGCCTTCC
TTTGACATGAGTAATGAAGGGTCTTATTTCTTCGGAGACAATGCAGAGGAGTATGAC
AGTTGAGGAAAAAQACCCTTGTTTCTACT

Segment 6—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 30)

ATGAATCCAAACCA%AAGATAATAACCATTGGTTCGGTCTGTATGACGATTGGAATG
GCTAACTTAATATTACAAATTGGAAACATAATCTCAATATGGATTAGCCACTCAATT
CAACTTGGGAATCAAAATCAGATTGAAACATGCAATCAAAGCGTCATTACTTATGA

AAACAACACTTGGGTAAATCAGACATATGTTAACATCAGCAACACCAACTTTGCTGC
TGGACAGTCAGTGGTTTCCGTGAAATTAGCGGGCAATTCCTCTCTCTGCCCTGTTAGT
GGATGGGCTATATAQAGTAAAGACAACAGTATAAGAATCGGTTCCAAGGGGGATGT

GTTTGTCATAAGGGAACCATTCATATCATGCTCCCCCTTGGAATGCAGAACCTTCTTC
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TTGACTCAAGGGGCCFTGCTAAATGACAAACATTCCAATGGAACCATTAAAGACAG

GAGCCCATATCGAAQCCTAATGAGCTGTCCTATTGGTGAAGTTCCCTCTCCATACAA
CTCAAGATTTGAGTCAGTCGCTTGGTCAGCAAGTGCTTGTCATGATGGCATCAATTG
GCTAACAATTGGAAT?TCTGGCCCAGACAATGGGGCAGTGGCTGTGTTAAAGTACA

ACGGCATAATAACAGACACTATCAAGAGTTGGAGAAACAATATATTGAGAACACAA
GAGTCTGAATGTGCATGTGTAAATGGTTCTTGCTTTACTGTAATGACCGATGGACCA
AGTGATGGACAGGCCTCATACAAGATCTTCAGAATAGAAAAGGGAAAGATAGTCAA
ATCAGTCGAAATGAATGCCCCTAATTATTACTATGAGGAATGCTCCTGTTATCCTGA
TTCTAGTGAAATCACATGTGTGTGCAGGGATAACTGGCATGGCTCGAATCGACCGTG
GGTGTCTTTCAACCAGAATCTGGAATATCAGATAGGATACATATGCAGTGGGATTTT
CGGAGACAATCCACGCCCTAATGATAAGACAGGCAGTTGTGGTCCAGTATCGTCTA

ATGGAGCAAATGGAGTAAAAGGATTTTCATTCAAATACGGCAATGGTGTTTGGATA

GGGAGAACTAAAAGQATTAGTTCAAGAAACGGTﬂﬁGAGATGATTTGGGATCCGAA
CGGATGGACTGGGA@AGACAATAACTTCTCAATAAAGCAAGATATCGTAGGAATAA
ATGAGTGGTCAGGAﬁATAGCGGGAGTTTTGTTCAGCATCCAGAACTAACAGGGCTG

GATTGTATAAGACCT?GCTTCTGGGTTGAACTAATCAGAGGGCGACCCAAAGAGAA

CACAATCTGGACTAGCGGGAGCAGCATATCCTTTTGTGGTGTAAACAGTGACACTGT
GGGTTGGTCTTGGCC?GACGGTGCTGAGTTGCCATTTACCATTGACAAGTAA

Segment 7—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 31)

TAAAGATGAGTCTTCTAACCGAGGTCGAAACGTACGTTCTTTCTATCATCCCGTCAG

GCCCCCTCAAAGCCGAGATCGCGCAGAGACTGGAAAGTGTCTTTGCAGGAAAGAAC
ACAGATCTTGAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATCTTGTCACCTCTG
ACTAAGGGAATTTTAGGATTTGTGTTCACGCTCACCGTGCCCAGTGAGCGAGGACTG
CAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCTAAATGGGAATGGGGACCCGAACAACAT

GGATAGAGCAGTTAAACTATACAAGAAGCTCAAAAGAGAAATAACGTTCCATGGGG
CCAAGGAGGTGTCACTAAGCTATTCAACTGGTGCACTTGCCAGTTGCATGGGCCTCA
TATACAACAGGATGGGAACAGTGACCACAGAAGCTGCTTTTGGTCTAGTGTGTGCCA
CTTGTGAACAGATTGCTGATTCACAGCATCGGTCTCACAGACAGATGGCTACTACCA
CCAATCCACTAATCAGGCATGAAAACAGAATGGTGCTGGCTAGCACTACGGCAAAG
GCTATGGAACAGATGGCTGGATCGAGTGAACAGGCAGCGGAGGCCATGGAGGTTGC
TAATCAGACTAGGCAGATGGTACATGCAATGAGAACTATTGGGACTCATCCTAGCTC
CAGTGCTGGTCTGAAAGATGACCTTCTTGAAAATTTGCAGGCCTACCAGAAGCGAAT
GGGAGTGCAGATGCAGCGATTCAAGTGATCCTCTCGTCATTGCAGCAAATATCATTG
GGATCTTGCACCTGATATTGTGGATTACTGATCGTCTTTTTTTCAAATGTATTTATCG

TCGCTTTAAATACGGTTTGAAAAGAGGGCCTTCTACGGAAGGAGTGCCTGAGTCCAT
GAGGGAAGAATATCAACAGGAACAGCAGAGTGCTGTGGATGTTGACGATGGTCATT
TTGTCAACATAGAGCTAGAGTAA

Segment 8—VIRUS 4 (SEQ ID NO: 32) .




AACATAATGGACTCQAACACCATGTCAAGCTTTCAGGTAGACTGTTTCCTTTGGCAT
ATCCGCAAGCGATT&GCAGACAATGGATTGGGTGATGCCCCATTCCTTGATCGGCTC
CGCCGAGATCAAA&%TCCTTAAAAGGAAGAGGCAACACCCTTGGCCTCGATATCGA
AACAGCCACTCTTGiTGGGAAACAAATCGTGGAATGGATCTTGAAAGAGGAATCCA
GCGAGACACTTAGA%TGACAATTGCATCTGTACCTACTTCGCGCTACCTTTCTGACA
TGACCCTCGAGGAAATGTCACGAGACTGGTTCATGCTCATGCCTAGGCAAAAGATA
ATAGGCCCTCTTTGéGTGCGATTGGACCAGGCGATCATGGAAAAGAACATAGTACT
GAAAGCGAACTTCAGTGTAATCTTTAACCGATTAGAGACCTTGATACTACTAAGGGC
TTTCACTGAGGAGGGAGCAATAGTTGGAGAAATTTCACCATTACCTTCTCTTCCAGG
ACATACTTATGAGQ@TGTCAAAAATGCAATTGGGGTCCTCATCGGAGGACTTGAATG
GAATGGTAACACGG&TCGAGTCTCTGAAAATATACAGAGATTCGCTTGGAGAAACT
GTGATGAGAATGGG%GACCTTCACTACCTCCAGAGCAGAAATGAAAAGTGGCGAGA
GCAATTGGGACAGAAATTTGAGGAAATAAGGTGGTTAATTGAAGAAATGCGGCACA
GATTGAAAGCGACAGAGAATAGTTTCGAACAAATAACATTTATGCAAGCCTTACAA
CTACTGCTTGAAGTAGAACAAGAGATAAGAGCTTTCTCGTTTCAGCTTATTTAACTG
ATAA

[0056] Las secuenmas de aminoacidos de los cuatro aislamientos virales se
dedujeron de la dete‘rmlnacmn de la secuencia nucleotlda El Virus 1 portaba
mutaciones de mteres en proteinas HA, NA y MA. El V|rus 2 portaba mutaciones
de interés en protelnas NA y MA. El Virus 3 portaba mutaciones de interés en la
proteina NA. El Virus 4 portaba mutapiones de interés en la proteina MA.

[0057] Las secuenciés HA se analizaron en busca de mutaciones de interés
relativas al tipo silvesitre de la secuencia pandémica de influenza A H1N1. Los
cuatro aislamientos p()irtaban mutaciones P83S y 1321V que parecen prevalecer en
el clado 7 de la cepa piandémica de A/H1N1.

[0058] EI virus 1 tamblen tiene (i) un clado 7 con mutacién caracteristica S203T y
(i) una mutacién D222E en la posicién 222 de la secuencia HA. En las posiciones
222-223 el virus 1 tu@ne aminoacidos E-R en lugar del tipo silvestre D-Q. Una
concordancia exacta de la secuencia HA del virus 1 se encuentra en la proteina
HA del virus de lnflueéza A (A/Novgorod/01/2009(H1 N1u)).

[0059] Los virus 1, 2 y 4 portan mutamones en los residuos 1106V, D248N, Y275H
del segmento NA (6) ;elatlvo a la secuencia del tipo silvestre A/California/07/2009.
La mutacién Y275H §e asocia con la resistencia al oseltamivir. Concordancias
exactas de la secuencéia NA encontradas en estos tres aislamientos se encuentran

en otros aislamientos. |
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[0060] La vacuna de ftipo silvestre actual es menos efectiva contra el virus 1 que
porta ambas mutacioines HA y NA en estos sitios especificos. (Puzelli et al,,
Transmission of Hemiagglutinin D222G mutant strain of pandemic (H1N1) 2009
virus. Emerging InfectEous Diseases 16(5): 863-865 (2010). Una vacuna generada
por un virus (como eI virus 1) que porta tanto hipervirulencia (D222G/E en la
regiéon HA) como resigtencia al oseltamivir (Y275H en la region NA) supera la falta
de eficiencia de Ias§ vacunas pandémicas de tipo silvestre H1N1 y ofrece
proteccién tanto para %virus con hipervirulencia como para virus con resistencia al
oseltamivir. :

[0061] Los virus 1, 2 y 3 portan la mutacién A198P en la regiéon M1 (segmento 7)
relativa a la secuencié del tipo silvestre A/California/07/2009. Ademas, estos tres

aislamientos carecen éie residuo correspondiente D34 en la region M2.

[0062] Se ha reportacjo que esta mutacion incrementa la inmunidad mediada por
células (pero no protége contra la infeccion). La regién mutada tiene un 60% de
similitud en la secuer}cia con el virus de la influenza B en la region MA y las
vacunas generadas c&}ntra este aislamiento viral que portan esta mutaciéon pueden
generar inmunidad corfmtra la influenza B.

[0063] También, la inutacién M1 puede usarse como blanco de terapia para
eliminacién viral y rec@peracién. |

[0064] Los métodos de la invencién usan los antigenos del virus de influenza aqui
revelados para dar imfﬁunidad contra la infeccién del virus de la influenza. El virus
especifico del cual se derivan los antigenos puede ser igual o distinto del virus
especifico del que segiproporciona la proteccion, porque se sabe que puede ocurrir
una proteccion cruzaida entre diferentes aislamientos de virus de influenza, en
particular, dentro de Iofs mismos subtipos virales.

[0065] Las actuales vacunas de influenza en uso se designan vacunas de virus
completo (WV) o sub?irién (SV) (también llamado “dividido” o antigeno superficie
purificado”). La vacu“r}a wv contiene virus inactivado, intacto mientras que la
vacuna SV contieneéun virus purificado desestabilizado con detergentes que
solubilizan la envoltufa viral que contiene lipidos, seguido por una inactivacién
quimica de virus refsidual. También se estan desarrollando vacunas virales

atenuadas contra la influenza. Se puede consultar una discusion sobre métodos
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de preparacion de vafcunas convencionales en Wright, P. F. & Webster, R. G,
FIELDS VIROLOGY, 4d Ed. (Knipe, D. M. et al. Ed.), 1464-65 (2001),

i

[0066] Mientras quetéuna vacuna i‘ncluye mas de una cepa de influenza, las
distintas cepas se cultiivan tipicamente de manera separada y se mezclan despues
de que los virus se f\an cosechado y que los antigenos han sido preparados.
Alternativamente, dis;tintos segmentos de distintos aislamientos de virus de
influenza pueden comfbinarse para generar una vacuna muiltipotente. El (los) virus
de influenza usado(é) en los procesos de la invencién pueden ser cepas
reordenandas y/o pueiden haberse obtenido por técnicas de reversiéon de genética
inversa. Los virus éueden estar atenuados, sensibles a la temperatura o
adaptados al frio. Se Epuede utilizar una cepa reordenada que incluya segmentos
virales de HA y/o NA a partir de una cepa patdgena y los seis o siete segmentos

restantes de una cepa no patoégena. -

[0067] El antigeno de virus de influenza usado en la composicion inmunogénica
de acuerdo con la invencién puede estar en forma de un virus vivo o,

preferentemente, de un virus inactivado. La inactivacion del virus normalmente

involucra tratamiento; con un quimico, como la formalina o {-propiolactona.
Mientras que cuando fgse usa un virus inactivado, el aﬁtigeno puede ser un virus
completo, un virus diVZidido o subunidades virales. Los virus divididos se obtienen
tratando viriones con (%letergentes (e.g. éter etilico, polisorbato 80, desoxicolato, tri-
n-butil fosfato, Tritén¢§X-100, Tritdn 'N101, bromuro de cetil-trimetil-amonio, etc.)
para producir prepafraciones de subviriones. Las vacunas con subunidad
comprenden uno o %mbos antigehos superficie de influenza, hemaglutinina y
neuraminidasa. Los a’jntigenos de la influenza también pueden presentarse en

1

forma de virosomas.

[0068] Cuando un arf_tigeno se prepara a partir de un virus de influenza (i.e. en
lugar de ser producidé) en un sistema sintético o recombinante que no involucra
cultivo de virus de inf;Iuenza. E! virus puede hacerse desarrollar en huevos o en
cultivo celular. El culfivo en huevos embrionados libres de patégenos es la ruta
tradicional por la cualélos virus de influenza han sido cultivados para la produccion
de vacunas y el cu|ti2vo celular es un desarrollo mas reciente. Cuando se usa
cultivo de células, erﬁftonces la vacuna de virus serd normalmente cultivada en
células mamiferas, cgi)mo células M'DCK, células Vero o células PER.C6. Estas
lineas celulares se e~r§1cuentran ampliamente disponibles e.g. en la coleccion de

Cultivo de Células de Tipo Americano (ATCC por sus siglas en inglés) o en los
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Coriell Cell Reposito}ies. Por ejemplo, la ATCC proveé varias células Vero
distintas en los caté|o%gos numero CCL-81, CCL-81.2, CRL-1586 y CRL-1587, asi
como células MDCK en los catalogos numero CCL-34. El cultivo en lineas células
aviares, incluyendo c‘éélulas derivadas de gallina, por ejemplo, fibroblastos de

embrion de pollo, taméién es posible (CEF).

[0069] Las composiciénes inmunogénicas y de medicamentos de la invencion son
propicias para su acéministracién al paciente. Esto puede lograrse de varios
modos, incluyendo péro sin limitarse a: inyecciéon intradérmica, administracion
transdérmica vy admifnistracién tépica. Estas pueden usarse en conjunto con
abrasion de piel, e.g. cf:on papel lija o.con el uso de microabrasivos.

[0070] Las composiciﬁ;énes inmunogénicas y de medicamentos de la invencién se

presentan preferentemente como vacunas.

[0071] Las composiéiones de la invencién pueden incluir un adyuvante. Los
adyuvantes que se han usado en vacunas de influenza incluyen sales de aluminio,
quitosano, oligodesox_nucleotldos CpG como el CpG 7909, emulsiones de aceite

en agua, como la MF59 emulsiones aceite en agua o agua en aceite, toxina labil

al calor de E. coli y: sus mutantes desintoxicados, monofosforil lipido A y su
derivado 3-O-desaciléjdo, mutantes de toxina pertusis, muramil dipéptido, etc.

[0072] La hemaglutir%ina (HA) es el inmunégeno principal en las vacunas de
influenza inactivadas ‘y las dosis de vacunas estan estandarizadas con referencia
a niveles HA, normajfmente como se miden con una prueba de inmunodifusidon
radial simple (SRID)%. Las vacunas de inyeccion intramuscular normalmente
contienen cerca de 15 ug de HA por cepa, aunque también se usan dosis mas
bajas (e.g. para niﬁc%s, o0 en situaciones pandémicas) y se han usado dosis
fraccionadas como1/2é (i.e. 7.5 yg HA por cepa), 1/4 y 1/8. Las composiciones de
la invencion normalrﬁente contendran entre 0.1 y 8 ug de HA por cepa de
influenza, preferenterfiente, e.g. cerca de 7.5, cerca de 5, cerca de 3, cerca de 2.5,
cerca de 2, cerca de 15 cerca de 1, cerca de 0.75, cerca de 0.5, cerca de 0.4,
cerca de 0.2 g, etc.

[0073] Las vacunas de inyeccién intramuscular normalmente tienen un volumen
de 0.5 mi. Las compofsiciones pueden incluir conservadores como el tiomersal o el

2-Fenoxietanol. No %obstante, es preferible que las composiciones estén
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sustancialmente Iibreéi de material de mercurio (i.e. menos de 1ug/ml), e.g. libres

il ; , ,
de tiomersal. Se prefieren las vacunas que no contienen mercurio.

[0074] Cuando el vir_iJs de influenza ha sido desarrollado a través de un cultivo
celular, las composicibnes de la invencidn contienen preferentemente menos de
100 pg de ADN ce[élar residual del anfitrion por dosis, aunque puede haber
presencia de rastros de ADN celular:del anfitrion. EI ADN contaminante puede ser
eliminado durante Ia preparacion de la vacuna usando procedimientos de
purificacién esténdar%ﬁe.g. cromatografia, etc. La eliminacion del ADN celular
residual del anfitridn éuede mejorarse con tratamiento Eie nucleasa, e.g. usando el

Benzonase® DNase e prefieren las vacunas que contienen <100 pg de ADN
celular del anfitrién por 10 yg de hemaglutinina, asi como las vacunas que
contienen <100 pg de ADN celu|af del anfitrion por 0.25 ml. de volumen. Se
prefieren las vacunas'éque contienen <100 pg de ADN celular del anfitribn por 50
ug de hemaglutinina, al igual que las que contienen <100 pg de ADN celular del

anfitrién por ml. de volumen.

i

[0075] Las vacunas de la invénciéh pueden lanzarse como un régimen de dosis
unica de inmunizacicén. Alternativamente, pueden lanzarse como el elemento
principal de un régimein de combinacion “prime-boost” (que significa que la primera
inmunizacién es segéjida por una segunda inyeccién de antigenicidad similar
después de algunas sfemanas O meses).
i :

[0076] Los métodos §>ara_ poner a prueba la inmunogenicidad del las vacunas de
influenza son bien cionocidos en el arte de la técnica. Uno de los métodos
involucra el siguienteg})rocedimiento:' a) justo antes de la vacunacion, se toma del
paciente una muestré_f de sangre de la vena de 10 ml., normalmente del brazo,
para titulacion con %élinea de base de anticuerpos anti-HA circulantes; b)
inmediatamente desgﬁiués, el paciente recibe una dosis de vacuna que, si se
administra en el brazé, sera en el brazo opuesto de donde se retir6 la sangre; c)
Aproximadamente 3 siemanas después de la vacunacién, se tomara una muestra
de sangre de 10 ml.édel paciente. Los sueros se separan de las muestras de
sangre y se almace[_ian (si es necesario) a -20°C. Los sueros se someten a
pruebas de anticuerf)os anti hemaglutinina contra las cepas relevantes por
inhibicién de hemaglféjtinina (HI) o hemdlisis radial sencilla (SRH). Los sueros
positivos y negativos ési como las preparaciones de referencia pueden obtenerse
de laboratorios de refierencia publicos. Las titulaciones de anticuerpos se realizan
por duplicado y los su;eros antes y dqspués de la vacunacioén se titulan
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simultaneamente. El tltulo asignado a cada muestra es la media geométrica de

dos determinaciones : |ndepend|entes (pero, para efectos de calculo, cualquier
resultado HI <10 (—r;o detectable) se expresa como 5 y cualquier resultado
negativo SRH se exprfesa como 4 mm? bajo condiciones estandar).
:

[0077] En pruebas HI la seroconversion corresponde a una proporcion de titulos
pre y post inmunizacic";n de = 40 y un aumento significativo (e.g. al menos 4 veces)
en titulos de anticueréaos. En pruebas SRH la seroconversion corresponde a un
area de posvacunaci()in de = 25 mm? con al menos 50% en el area relativa al area

de pre-vacunacion.

i

i

EJEMPLOS

[0078] Sin intentar ‘f‘mitar el enfoque de esta invencidn, a continuacién se
proporcionan los mstrumentos ejemplares, aparatos, métodos y sus
correspondientes resultados de acuerdo con las declaraciones de la presente
invencion. Tenga en cyenta que los titulos o subtitulos pueden usarse en ejemplos
a conveniencia del Iéctor, lo que de ninguna manera limita el enfoque de la
presente invencién. Aéemés, se proponen y revelan ciertas teorias en la presente,
pero de ninguna manefra, si son 0 no correctas, se limita el enfoque de la invencion

en tanto que ésta seﬁleve a la practica de acuerdo con la invencién sin importar

specificas o esquemas de accion.

EJEMPLO 1: linea celular

[0079] Las células \ZERO son una linea celular muy bien estudiada, aislada
primero del rifién del rﬁono verde africano (Cercopithecus aethiops) y ampliamente
usada en la Mlcroblol"09|a en la biologia celular y en los estudios de virologia. Ha
sido autorizada en EE UU. para la produccién de vacunas virales (rotavirus y
polivirus), también hg sido probada y en algunos casos aprobada para la
producciéon de vacunias contra la rabia, reovirus y encefalitis japonesa. Hemos
elegido esta linea celg.llar por su susceptibilidad a la coinfeccién, asi como por su
capacidad de desarré)llo a escala industrial en fermentadores y bioreactores,

caracteristicas deseabﬁles para la produccién de vacunas.
[0080] La linea celulair VERO usada fue comprada en ATCC y mantenida a -70°C

con dimetilsulféxido (-I;I)MSO). Las células se descongelaron de acuerdo con las
instrucciones de CORNING.

e
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EJEMPLO 2: Condiciones estériles

[0081] Todas nuest%as instalaciones en nivel de bioseguridad Il Il estan
cuidadosamente tra;itadas y monitoreadas para evitar contaminacion.
Regularmente se Ile;i/an a cabo pruebas de esterilidad en cuartos, material,
reactivos y equipos. EI area de cultivo celular se limpia constantemente y se
desinfecta cada mes, Eyse realizan varias rondas de desinfeccién cada 24,48 y 72
horas usando Benzal,% 70% etanol y 5% cloro. Se realizan pruebas de al final de
estas rondas, también, todos los reactivos son sometidos a pruebas de

contaminacion cultivando una alicuota en medio liquido de tioglicolato.

EJMPLO 3: Propagacién celular

[0082] La propagacién de células ‘Vero se llevd a cabo de conformidad con
condiciones fisicas y auimicas tales como almacenamiento en matraces de cultivo
de células de poIiestEreno (25 cm?, 50 cm? y 75 cm?). Estos matraces también
pasan por rayos Gazmma para reducir la hidrofobicidad. Estos contenedores
permiten una adhesiién celular eficiente y por lo mismo una formaciéon de
monocapas. Para incrfementar la proliferacion celular, se uso medio de crecimiento
M199 de DMEM (Medio Eagle modificado por Dulbecco) y con suplemento de 10%
de suero de feto bovinio (BFS) (SIGMA-Aldrich); el mantenimiento de pH fisiolégico
fue monitoreado usanido Rojo de Fenol. Se agregé una mezcla antimicrobidtica
(penicilina, estreptomié:ina y anfotericina B) y también para inhibir la contaminacion
micotica se agregé ar}iti-PPLO.

[0083] Los cultivos cejlulares se incubaron a 35°C / 5% CO, / 5% de humedad. El
crecimiento y calidad éie las células se monitore6é con microscopio de contraste de
fases, esto nos perm@i;te descartar aquéllos cultivos que presentan contaminacién
bacterial o micética.

[0084] EI subcultivo c_:jelular de matraces que presentan completa confluencia se

lleva a cabo de la siguiente manera: -

[0085] 1. Remueva y deseche el medio de cultivo.

EH
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[0086] 2. Brevemente§ enjuague la capa celular con solucién de tripsina al 0.25%
(whv) - 0.53 mM de EfDTA para remover todos los rastros de suero que contienen
inhibidor tripsina. '

[0087] 3. Agregue dé 2.0 a 3.0 m! de solucion de tripsina EDTA al matraz y
observe las células b;ajo un microscopio invertido hasta que la capa celular se

disperse (generalmentje de 5 a 15 minutos).

[0088] 4. Agregue de 6.0 a 8.0 ml de medio de cultivo completo y aspire las

células pipeteando cuidadosamente.

[0089] 5. Agregue las: alicuotas adecuadas de la suspension celular a los nuevos

recipientes de cultivo.f
[0090] 6. Incube los cultivos a 37°C.
[0091] Cuando se obtuvo el 80% de confluencia, las células fueron inoculadas con

el virus p AHN1 a 1x1.06. Este nivel de confluencia fue dptimo para la observacion

del efecto citopatogéri co causado pdr el virus de influenza AJH1N1.

EJEMPLO 4: Aislami%ento viral

[0092] Se realiz6 el afslamiento viral en matraces de 25cm? inoculados con células
VERO (80% de conﬂliiencia); para el‘aislamiento viral, se retiré el medio de cultivo,
las células fueron cefr\trifugadas y resuspendidas tres veces para descartar los
restos celulares. A p%artir de una muestra en hisopo obtenida de un paciente
diagnosticado cIinican;ente con influenza AH1N1 y confirmado por PCR en tiempo
real, se inocularon 50 ul en el cultivo celular y se incubaron durante 30 minutos
para permitir la fijaciiéSn viral a la superficie celular. Subsecuentemente, el 'M199
fue adicionado con BFS al 1% e incubado a 40°C/40 min.

[0093] Los cultivos inoculados fueron monitoreados para detectar la presencia de
efecto citopatico celular mediante el microscopio de contraste de fases.
Simultaneamente, se;:ieterminé la carga viral por PCR en tiempo real. Al alcanzar
el 1x10%, los cultivos! fueron congelados a -80°C (DMSO 10%) y almacenados

para estudios posteridﬁres.
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EJEMPLO 5: Conﬁrréacién de infeccion viral y cuantificacion por RT-PCR en
tiempo real.

[0094] EI ARN viral fue extraido de los cultivos celulares VERO utilizando equipo
comercial (ROCHE) gomo se describié anteriormente, después, se cuantifico el
ARN por espectofotofnetria utilizando equipo NanoDrop. Se realizé el protocolo
CDC para la detecmon de AH1N1 por PCR en tiempo real en un termociclador
Light Cycler 480 (ROCHE) incluyendo un estandar para Influenza con el objeto de
cuantificar (101 a 106 copias del gen H1 clonado en un plasmido). La
determinacién de caéga viral se realizd calculando el formato de puntos de
interseccion para cadé muestra. La Figura 1 muestra ejemplos de la cuantificacion

i
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de carga viral.

i

EJEMPLO 6. Seleccié’m de muestras

[0095] Un total de 19?; de 3760 muestras positivas de pAH1N1 para secuenciacion
con base en datos iclinicos y epidemiolégicos. Los criterios clinicos para la
seleccion fueron: setj/eridad de la infeccion, resistencia del medicamento y
escenario clinico atifnico. Los cirterios epidemiologicos se basaron en lugar,
género y edad. Las fénuestras seleccionadas fueron recolectadas durante los 4
puntos mas algidos ée! brote reportados de Marzo a Noviembre de 2009. Las
muestras fueron res@spendidas en 2.5 ml de medio de transporte viral y se

prepararon y almacer!é':\ron alicuotas de 500 pl a -70 °C.
EJEMPLO 7: Extraccién de acido nucleico

[0096] Los acidos nLicleicos totales de las muestras clinicas fueron aislados y
resuspendidos en agua desionizada (100p) utilizando el Kit de MagNA Pure LC
Total Nucleic Acid Isolat|on (Roche) en el instrumento MagNA Pure LC (Roche)
mediante el protocolo de Lisis Externa de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, en resumen 500 pl de la muestra fueron colocados en el cartucho de
acido nucleico MagnaPure y se agregd un volumen de solucion amortiguadora de
lisis, posteriormente, _.gse establecen y se inician todos los parametros. EI ARN
extraido fue colocado%a -70°C para andlisis posteriores.

EJEMPLO 8: Detecci%én de Influenza p/AH1N1 por PCR en tiempo real

[0097] La deteccion dé Influenza pandémica AH1N1/09 fue realizada por medio de

dos métodos: Set de deteccion Real-time ready Influenza A/H1N1 (Roche),

%(



utilizando el kit Real‘-itime ready RNA Virus Master 53 (Roche). El proceso de
ciclos térmicos fue rfealizado con instrumentos Light Cycler (Roche) bajo las
siguientes condicionesfz 30 min a 50 °C; 15 min a 95 °C; 45 ciclos de 15 s a 94 °C;
y 30 s a60°C. E

i
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[0098] El segundo n}étodo fue el protocolo de RT-PCR en tiempo real para
influenza A (H1N1), @tilizando los partidores y sondas descritos en el protocolo
anterior y el kit one stiep RT-PCR Invitrogen SuperScript™Illl Platinum® One-Step
Quantitative. El procééso de ciclos térmicos fue realizado con instrumentos Light
Cycler 2.0 (Roche) ba‘jo las siguientes condiciones: 50 min a 50 °C; 2 min a 95 °C;
45 ciclos de 155 2 95°C; y 30 s a 55 °C.

[0099] Todas las reaciciones en ambos métodos fueron realizadas de acuerdo con
las instrucciones del Efabricante utilizando 5 pl del ARN total en un volumen de
reaccion total de 20 pl En ambos métodos de deteccion se incluyd un control
interno  (gen humanci) de miostatina para el método Roche y RnaseP para el
protocolo CDC).

[0100] Cada muestra f?‘ue probada y el PCR en tiempo real por separado utilizando
las siguientes sond;as: Influenza A (InfA), porcina universal (SwFlu A),
Hemaglutinina porciné (SwH1) y un éontrol interno para el acido nucleico humano

RNaseP (RP). Se intrédujeron controles positivos y negativos.

[0101] La mezcla de f_reaccién contenia 0.8 uM de cada partidor, 0.2 pM de cada
sonda, solucién amof:tiguadora PCR 1X y 0.5 U de SuperScript lll/Platinum Taq

Mix (Invitrogen).

;

[0102] La Figura 2 muiestra un ejemplo de ordenacién de muestra.

[0103] Las condicionéfs de amplificacion fueron las siguientes:

o5

[0104] Transcripcion iéwersa — 50°C / 30 min

i

[0105] Inactivacion —i15°C /2 min

[0106] Extension — 95°C / 15 ciclos y 55°C / 30 ciclos.
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EJEMPLO 9: Anélisis; de datos

[0107] Los resultadosifueron analizados de acuerdo con los criterios de la OMS de

la siguiente manera: :
[0108] 1.- No debe haber fluorescencia en el control negativo.

[0109] 2.- Las mues’fras experimentales deben presentar fluorescencia para la
sonda RP. ‘ ‘

[0110] 3.- El control d:e acido nucleico humano no debe emitir fluorescencia para
las sondas InfA, SWFIUA y SwH1.

-
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[0111] 4.- EI control ;fpositivo (A/TH1N1 acido nucleico) debe emitir fluorescencia
para todos los panidofes y sondas.

[0112] 5.- Si se satisfafcen todos los criterios, la muestra se considera positiva.
[0113] Las Figuras;3A y 3B muestran vistas graficas de la interfaz del

termociclador en tiempo real Light Cycler 2.0 mostrando curvas de fluorescencia.
Fig. 3A) Muestra clinica. Fig. 3B) deteccion RNAseP (RP).
i

EXAMPLE 10: Secue_jnciacién

[0114] Se aislé un totgl de 950 virus bor cultivo celular, de los cuales se obtuvieron
193 secuencias geEéticas parciales de Neuraminidasa (NA) y 197 de
Hemaglutinina (HA) r’é1ediante secuenciaciéon de capilaridad en una maquina de
secuenciaciéon ABI 31p0 (Applied Biosystems). Dado que la HA y la NA son las
secuencias mas varia’ples en el AH1N1, un analisis in silico (analisis filogenético y
BLAST) demostro que las 386 (secuencias HA y NA) podian ser agrupadas en 20
grupos, por lo tanto, el genoma completo de un miembro representativo de cada
grupo fue pirosecueféciado en un équipo de Pirosecuenciacion 454 Titanium
Roche Pyrosequencir;ig (ROCHE).

EJEMPLO 11: Propaéacién del virus de influenza en un embrién de pollo

[0115] Se realizaron \zarios intentos para propagar los candidatos propuestos para

la vacuna de la influenza en células VERO. Sin embargo, estos intentos fallaron
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inicialmente porque Ia‘ cantidad de virus recuperado fue muy baja incluso despues
de 3 pasajes. Consiéerando esto, ‘'se realizaron uno o dos pasajes en pollos
embriones SPF (exen_fios de patdégenos especificos). Estos fueron inoculados en el
fluido amniético con 01 ml de cada candidato. Otros 40u virus previamente aislados
durante el periodo de ;qripe pandémica también fueron incluidos y la inoculacion se
realiz6 utilizando dos 6uevos para cha virus.

[0116] Después de t%res dias a 35°C el fluido amniético fue extraido de cada
embrién infectado y el liquido recolectado fue centrifugado a 3000xg para eliminar
restos celulares vy %el sobrenadante fue analizado mediante gRT-PCR vy
almacenado a -80°C. zTodos los procedimientos fueron realizados de conformidad
con del nivel de bioséguridad Il siguiendo los estandares requeridos para evitar

riesgos de bioseguridéd.

[0117] Después del pésaje dentro del embrién la carga viral fue muy alta para tres
cepas, una de ellas eréa el virus candidato. Se detectaron diez cepas aisladas mas
mediante la prueba RT PCR pero mostraron cargas virales bajas. Por lo tanto,
fueron inoculadas nuevamente en otro embrién de pollo SPF pero, este caso, la
inoculacién fue reallzada en el fluido alantoideo. Después de 72 hrs de incubacion
siguiendo las mlsmag condiciones descrltas anteriormente, el virus fue extraido
recolectando solamente el fluido alantoideo. Se analizd un volumen mas bajo
utilizando la técnica RT PCR y el resto fue almacenado a -80°C. Los resultados
mostraron que seis de las diez cepas aisladas fueron capaces de reproducirse con

alta eficacia mostrandp alta carga viral.

Certificado de secuencia del Karolinska Institute

[0118] Anterior a la propagacion del embrién de pollo, la cepa viral cDNA fue
enviada al instituto Karolinska para verificar la secuencia mediante un sistema
pirosecuenciador 454 ROCHE. EI analisis bioinformatico confirma la secuencia
determinada previaménte en nuestro laboratorio.

Identificacion de la se!nilla primaria

[0119] El nombre del virus candidato para la vacuna contra la influenza fue
HZFLUJAL.

Adaptacioén del virus de influenza para su crecimiento en la linea de células VERO
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[0120] E! virus candiéjato (HZFLUJAL) y otros dos virus extraidos del embrion
fueron inoculados en la linea de células VERO. Con el objeto de lograr la
adaptacion, se realizairon varios pasajes, recolectando el sobrenadante del cultivo
después de 7 a 10 digjs de infecci()n.kCada sobrenadante fue utilizado para infectar
un nuevo pasaje de celulas VERO. Se cuantifico la carga viral de cada pasaje. La
Figura 4A muestra Iéas diferencias, entre la carga viral en el embrién y los
respectivos subcultivés del mismo virus. En dicha figura se muestra claramente
que la adaptacion virail a esta linea de células de tejido podia ser obtenida hasta
los cuatro pasajes. |

.
i

Adaptacion del virus de influenza para su crecimiento en la linea de células MDCK

-t
£

[0121] No solamente Ia linea de células VERO fue evaluada como substrato del
virus de influenza, siino también la linea de células MDCK fue utilizada para
propagar el virus. Los‘émismos procedimientos aplicados para la adaptacion de las
células VERO fuerq’fn realizados para las células MDCK. Los resultados
preliminares muestréf;n una mejor adaptacién a esta linea celular porque
aparentemente solamiente se necesitaron tres pasajes para obtener una carga
viral mas alta que la diel embrion de pollo (Figura 4B).

0:
#

Propagacion del virus ?para obtener la semilla primaria HZFLUJAL

[0122] Para la propagfaci()n del virus previamente adaptado para su crecimiento en
la linea de celulas VERO se descongel6 un criovial del cuarto pasaje en las
células VERO y se utf!iz() para infectar las células VERO en matraces de 175 cm?.
Después de 10 dias ai;33°C en un inbubador CO,, se obtuvieron 120 ml de semilla
primaria, la cual mc‘éstré una carga viral mayor a 10" particulas virales/ml
(aproximadamente 167’7). Se obtuvieron120 crioviales con 1 ml de semilla

primaria.

Control de calidad de:f;a semilla priméria

[0123] Se realizaron las pruebas de esterilidad y de hemaglutinacion en la semilla
primaria. Para la prin{era, fueron descongelados 4 crioviales de semilla primaria,
dos fueron utilizados éjara inocular dos matraces con 100 ml de Medio Liquido de
Tioglicolato NH, y Ios otros dos crioviales fueron destinados a la inoculacion del

medio DMEM sin anti_:ti)iéticos. Ambos medios fueron incubados a 35 °C de 8 a 15

3



dias. No se observé cfrecimiento ni cambio en los medios después del periodo de
incubacién, por lo ténto se consideré estéril (libre de bacterias, hongos vy
protozoos). ‘
[0124] La prueba de%hemaglutinacién fue realizada para determinar el titulo de
hemaglutinina en la siemilla primaria. Para este ensayo, se realizaron diluciones
seriales de | '
1:2 a 1:1024 de semijia primaria en PBS, ph=7.4, en una microplaca en forma de
U de 96 pozos. Se agﬁ;regé el mismo volumen de suspensién de eritrocito humano
del grupo O 0.5% (vi/v) en PBS a cada dilucién. La microplaca fue incubada 2

horas a 4°C, los resultfados mostraron un titulo de hemaglutinacién de 1:8.

EJEMPLO 12: Ensay%os previos preclinicos utilizando la vacuna HZFLUJAL

i

Inactivacién de virus piara los ensayos previos preclinicos

[0125] Para realizar eI ensayo previo preclinico, se descongelé un criovial de
semilla primaria y se _’éxtilizé para infectar un cultivo VERO en un matraz de 80cm?
después de 7 dias a 33°C en un incubador CO,. Ei cultivo fue inactivado mediante
formalina a una concéntracién final de 0.02% (v/v) para 18h a 35 °C. La formalina
fue eliminada dializarido contra DMEM cuatro veces en 48h. Posteriormente, el
titulo de hemaglutining fue cuantificado, siendo nuevamente de 1:8. La suspension
viral inactivada fue ajustada a10° particulas virales por 25yl y utilizadas como

vacuna en los grupos;imencionados mas adelante.
Modelo animal para e‘rijsayos previos preclinicos

[0126] Se emplearo_ril ratones hembras BALB/c de 7 a 8 semanas para los
ensayos previos precliinicos. Cada grupo fue colocado en un estante cubierto con
filtros Hepa. Todos% los animales fueron manipulados evitando sufrimiento
innecesario. Cuando el protocolo fue finalizado a todos los ratones se les practico

la eutanasia.

Ensayos de seroconversién en pruebas previas preclinicas
o
i

[0127] Se realizaron ;fensayos de seroconversion en nueve grupos de 5 ratones

cada uno.



[0128] Grupo 1 vac@ma con10® particulas virales + factor de transferencia +

administracién sublingual

[0129] Grupo 2 vac@na con particulas virales10® + factor de transferencia +
administracién intramljscular |

[0130] Grupo 3 vacun}? con particulas virales10° + administracién sublingual
[0131] Grupo 4 vacuné con particulas virales10° + administracién intramuscular

[0132] Grupo 5 vacuna comercial + administracién sublingual

i . S .
[0133] Grupo 6 vacuna comercial + administracion intramuscular

[0134] Grupo 7 DMEIVEI sin suero fetal Bovino + administracion sublingual

i
[0135] Grupo 8 DMEN] sin suero fetal Bovino + administracién intramuscular

i
H

[0136] Grupo 9 sin traf;amiento

3
3
!

Ensayos dosis-respuegsta en pruebas previas preclinicas

[0137] Se realizaron %nsayos dosis-respuesta en cinco grupos de 3 ratones cada

uno.

[0138] Grupo A Vac:L;na con particulas virales 107 + factor de transferencia +
administracion sublingual
[0139] Grupo B Vacgna con particulas virales 10° + factor de transferencia +

administracion sublingual

[0140] Grupo C Vacéma con particulas virales 10* + factor de transferencia +

administracion sublingual

[0141] Grupo D Vacéna con particulas virales 10° + factor de transferencia +

administracion sublingual



1
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[0142] Grupo E Vacana con partibulas virales 102 + factor de transferencia +
administracion sublingfual

[0143] Desde el comiénzo del protocolo de inmunizacion todos los ratones fueron
mantenidos durante 4%dias en un cuarto de experimentacion animal el cual cuenta
con los requerimiehftos de bioseguridad para la realizacion de ensayos
inmunologicos. Despu’fés del tiempo de adaptacion se registraron datos clinicos
como el peso y apariéncia, y se extrajo una muestra de sangre sin anticoagulante
de cada ratén antes?;de la inmunizacion. Subsecuentemente, cada grupo fue
inoculado mediante I‘a respectiva ruta de administracién. Se obtuvieron cuatro
muestras de sangre de cada raton a:

7, 14, 21 and 28 dias Eosteriores a la inmunizacién.

[0144] Se obtuvo suefro mediante la centrifugacion de las muestras de sangre y
fue utilizado para la dZeteccién de anticuerpos IgG2 contra el virus de Influenza A
H1N1. Ademas se récolectaron muestras de secreciones de los ratones para

detectar la presencia de secrecién de inmoglobulina A (IgA).

EJEMPLO 13: Detéfccién de anticuerpos contra la influenza p/AH1N1
generados por la vacfuna CIATEJ/OPKO

[0145] Se desarrolié’: una vacuria ejemplar, descrita aqui como vacuna
CIATEJ/OPKO en céiulas Vero, y fue probada para conocer su capacidad de
generacién de anticujjerpos contra la influenza pandémica AH1N1. El antigeno
desarrollado por la :CIATEJ/OPKO en células Vero fue capaz de inducir la

produccién de anticuerpos al ser empelada como vacuna en ratones.

[0146] EI titulo de anficuerpos inducido por el antigeno CIATEJ/OPKO fue mayor
que el de la vacunaécomercial. La FIGURA 5 muestra los anticuerpos totales
contra la influenza p/A;H1N1 detectados por ELISA. La vacuna CIATEJ/OPKO fue
desarrollada en célulais Vero, TF= Factor de Transferencia. La inmunizacion fue
realizada en ratones hiembras BALB/c de 7 a 8 semanas de edad. La inmunizacién

fue sublingual o intramuscular.

[0147] La FIGURA 6A muestra anticuerpos IgM contra influenza p/AH1N1
detectada en suero E)or ELISA. La vacuna CIATEJ/OPKO fue desarrollada en

células Vero, TF = Eactor de Transferencia. La inmunizacién fue realizada en

H
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ratones hembra BAL%B/C de 7 a 8 semanas de edad. La inmunizacién fue

intramuscuiar.

[0148] Cuando el factér de transferencia fue agregado a la vacuna CIATEJ/OPKO,
se quintuplicaron los ﬁ%iveles de anticuerpos IgG, de la misma manera que el factor
de transferencia tripliéé los titulos del anticuerpo IgM durante la primera semana
de inmunizacion. La I%lGURA 6B muestra los anticuerpos IgG contra la influenza
p/AH1N1 detectados% en suero por ELISA. La vacuna CIATEJ/OPKO fue
desarroliada en célulai\sVero, TF = Factor de Transferencia. La inmunizacion fue
realizada en ratones ﬁembra BALB/c de 7 a 8 semanas de edad. La inmunizacion
fue intramuscular. :

[0149] La administracéién intramuscular de la vacuna CIATEJ/OPKO mostré una
inducciéon mayor de janticuerpos IgG2a que la de administraciéon sublingual. vLa
FIGURA 7A muestraianticuerpos IgG2A contra la influenza p/AH1N1 detectados
en suero mediante EIE_ISA. La vacuna CIATEJ/OPKO fue desarrollada en células
Vero, TF = Factor de Transferencia. La inmunizacion fue realizada en ratones
hembra BALB/c de 7 a 8 semanas de edad. La inmunizacién fue sublingual o

intramuscular. i

[0150] La FIGURA 7B muestra la dosis-respuesta de 1gGzaa contra la influenza
p/AH1N1 detectada en suero mediante ELISA. La vacuna CIATEJ/OPKO fue
desarrollada en célulafs Vero, TF = Factor de Transferencia. La inmunizacién fue
realizada en ratones P%embra BALB/c de 7 a 8 semanas de edad. La inmunizacion
fue sublingual.

[0151] La administracién intramuscular de la vacuna CIATEJ/OPKO mostré
induccién de anticuérpos IgA a niveles comparables a los de la administracion
sublingual. La FIGUIERA 8A muestra los anticuerpos IgA contra la influenza
p/AH1N1 detectadosi en mucosa respiratoria mediante ELISA. La vacuna
CIATEJ/OPKO fue deffsarrollada en células Vero, TF = Factor de Transferencia. La

inmunizacion fue realiizada en ratones hembra BALB/c de 7 a 8 semanas de edad.

La inmunizacién fue sublingual o intramuscular (dia 21 después de la
inmunizacion). |

[0152] La FIGURA 88 muestra la relacién dosis-respuesta IgA contra la influenza
p/AH1N1 detectada %en mucosa respiratoria mediante ELISA. La vacuna

CIATEJ/OPKO fue defsarrollada en células Vero, TF =Factor de Transferencia. La
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inmunizacion fue realiiada en ratones hembra BALB/c de 7 a 8 semanas de edad.
La inmunizacién fué sublingual o intramuscular (dia 21 después de la

inmunizacién).

i
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica eé:
1. Una vacuna de viru_is de influenza que contiene un virus de influenza que consta
al menos de:

a) Un segmentc} génico de hemaglutinina (HA) que contiene una secuencia
de amino acido de SEQ ID NO: 34 derivado de la cepa aislada del virus 1 del virus
de influenza AH1/N1 de la influenza pandémica, y

b) Un segménto génico de neuraminidasa (NA) que contiene una
secuencia de aminoééido de SEQ ID NO: 39 derivado de la cepa aislada del virus
1 del virus de influenzé AH1/N1 de la influenza pandémica.

2. Lavacuna de la rei)%/indicacién 1, en la que el segmento génico HA contiene una
secuencia de aminoé?:ido codificadé por la secuencia nucleétida del segmento 4
del virus 1 (SEQ ID NO: 4).

3. Lavacunade la rei@indicacién 1, en la que el segmento génico HA contiene una
secuencia HA especif?ca de clado 7 del virus de influenza AH1/N1 de la influenza

i

pandémica.

4. Lavacuna de la rei\glgindicacién 1, en la que el segmento génico HA contiene una
mutacion en el residué) D222 del tipo silvestre del virus de influenza A H1/N1de la
influenza pandémicaé

5. Lavacuna de la rei\flindicacién 4, en la que el segmento génico HA contiene una
mutacion D222E. | '

6. La vacuna de la rei\élindicacic')n 4, en la que el segmento génico HA contiene una
mutacién S203T rel?tiva al tipo silvestre del virus de influenza A H1/N1de la

influenza pandémica. |



7. La vacuna de la rbivindicacién 4, en la que el segmento génico HA consta

ademés de una o mas mutaciones P83S y 1321V.

8. La vacuna de la rei;flindicacién 1, en la que el segmento génico NA contiene una
secuencia de aminoé%ido codificada por la secuencia neuclotidica del segmento 6
del virus 1 (SEQ ID NO: 6).

9. La vacuna de la reivindicacién 1, en la que el segmento génico NA contiene una

mutacion Y275H reléitiva al tipo silvestre del virus de influenza A H1/N1de la

influenza pandémica.

10. La vacuna de la éeivindicacién 9, en la que el segmento génico NA consiste

d
ademas de uno o mésf mutaciones 1106V, D248N.

s
i
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11. La vacuna de la refivindicaci()n 1, contiene ademas:

c) un segmento de gé;n matriz (MA)- codificando un péptido M1 que contiene una

secuencia de aminoé”éido de SEQ ID NO: 50 derivado de la cepa aislada del virus

de influenza AH1/N1 de la influenza pandémica.

12. La vacuna de la féiaivindicacién 11, en la que el segmento génico MA contiene
una secuencia de a‘;minoécido codificada por la secuencia neuclotidica del
segmento 7 del virus 1 (SEQ ID NO: 7).

13. La vacuna de la éeivindicacién ﬁ, en la que el segmento del gen matriz (MA)
que codifica un péptidzo M2 que contiene una secuencia de aminoacido amino de
SEQ ID NO: 51 derivédo de la cepa aislada del virus .de influenza AH1/N1 de la
influenza pandémica.f;

i ,
14. La vacuna de laé reivindicacion. 11, en la que el péptido M1 contiene una
mutacién A198P. %

15. Un método para inmunizar a un paciente contra el virus de la influenza que
incluye, como uno de!los pasos, la administracion al paciente de una vacuna de

influenza de acuerdo if:on cualquiera de las reivindicaciones 1-14.




i

16. Un método para inmunizar a un paciente contra el virus de influenza
hipervirulenta que incluye, como un paso, la administracion al paciente de una

vacuna de influenza de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones1-14.

17. Un método para inmunizar a un paciente contra el virus de influenza resistente
al oseltamivir, que in{:luye, como un paso, la administraciéon al paciente de una
vacuna de influenza de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-14.

18. Una vacuna, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que es

una vacuna de reordenamiento.

19. Una vacuna, de acuerdo con la reivindicacion 18, en la que el virus de

influenza reordenante 'se obtiene por reordenamiento clasica.

20. Una vacuna, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que es

una vacuna viva atenuada o vacuna inactivada.

i :

21. Una vacuna, segﬂjn la reivindicacién 20, que es formulada para administracion

oral o intranasal.
|
22. Un método de preparacion de vacuna para la inmunizacién del individuo contra
-1
una cepa de virus de ijnfluenza hipervirulenta que incluye, como un paso, la mezcla
del virus de influéhza reordenante de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 14 con un portador y de manera opcional, un adyuvante.




RESUMEN

La invencién se refierie a vacunas contra el virus de influenza, en particular a un
virus de influenza eni la que al menos, el gen de hemaglutinina contiene una
mutacién D222, y un gQen de neruaminidasa resistente al oseltamivir. En algunas
de las implementacioﬁes en particular, la vacuna del virus de influenza comprende
ademas una mutaci;ci')n que incrementa la respuesta inmune especifica en
humanos. El virus es atil para la produccién de vacunas contra la influenza

resistente al oseltamivir e hipervirulenta.
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FIGURA 2
Ejemplo de configuracién de prueba
1 2 3 4 5 (3] 7 8 9 10 11 12
A | InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
B | swinfA [ swinfA | swinfA [ swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA
C | swH1 | swH1 | swH1 [swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1
D [ RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP
E | InfA InfA InfA InfA infA InfA InfA InfA InfA InfA InfA InfA
F | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA | swinfA [ swinfA | swinfA
G | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1 | swH1
H | RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP
Ejemplo de configuracién de muestra
1 2 3 4 5 6 7 8 2 10 11 12
A NTC St S3 S5 57 59 Si1 Si3 S15 S17 519 | PIC
B NTC S1 S3 S5 S7 S9 S11 S13 S15 S$17 519 | PIC
C NTC Si S3 S5 587 59 511 S13 515 517 519 | PTC
D NTIC S1 53 33 57 S9 S11 513 S15 S17 519 | PIC
E S2 S4 S6 S8 S10 S12 S14 516 S$18 | HSC
F S2 S4 S6 S8 S10 s12 S14 S16 S18 | HSC
G S2 sS4 S6 S8 S10 512 S14 516 S18 | HSC
H s2 S4 S6 S8 S10 S12 Si4 S16 S18 | HSC
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FIGURA 3B
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FIGURA 4A
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FIGURA 4B
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FIGURA 5
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Unidades arbitrarias

FIGURA 8B
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
oI5

: R e Cas No. 13 - 0052778
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Mayo 30 de 2013 - 16:04:10
RECIBIDO DE : VERA ABOGADOS ASOCIADOS S.A. NI 830.026.910 R
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BRANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 577129044 30/05/2013 309.000.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 577129066 30/05/2013 500.000.00
CONSIGNACION  BANCO DE BOGOTA 062754387 5777129070 3070572013 30.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00
$500.000.00

~ SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

N AR

|
3-133991 0

Fecha: 2013-05-31 16:06:16  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII

Act. 411 PRESENTACION Folios: 80

Sede Contro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: infe@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Centor: (571) 6513240
+ Mayo 30 de 2013 - 16:04:11
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
ek

RECIBO DE CAJA

No. 13 - 0052783

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Mayo 30 de 2013 - 16:05:53

RECIBIDO DE : VERA ABOGADOS ASOCIADOS S.A. NI 830.026.910 R
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 528257752 30/05/2013 103.000.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 577129055 30/05/2013 360.000.00
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 577729002 30/05/2013 750.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
12 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDIGACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 360.000.00
ADICIONAL A LAS 10 INIC 360.000.00

SON: *{RESCIENTOS SESENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENT  (\ 1ocaiNTENDENGIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

e A A RO
Recho de Cela ApIcad al Expecien No. et 2 L 0 ® el TASAGIONAL

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Calombia

Wob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5670284 Linoa: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

+ Mayo 30 de 2013 - 16:05:64

Act. 411 PRESENTACION Folios: 80




