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DESCRIPCION
Herpesvirus aviares recombinantes multivalentes y vacunas para inmunizar especies aviares
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente al campo de las preparaciones de vacunas. La presente invencion se
refiere especificamente a herpesvirus recombinantes multivalentes en los que al menos se han insertado dos genes
foraneos, y a sus usos para inducir simultaneamente una inmunidad protectora contra una pluralidad de enfermedades
aviares.

Antecedentes de la invencién

La carne y huevos de aves de corral son importantes fuentes de alimento, cuyo consumo aumenta continuamente
debido al crecimiento de la poblaciéon humana y a su gran relacién calidad-precio. La reciente epidemia de gripe aviar
centré la opinién publica en la salud de las aves de corral, asi como en la inocuidad y seguridad alimentarias. La
tecnologia de vacunas para aves de corral se convirtid en una preocupacion mundial.

Los vectores virales que expresan proteinas patdégenas se usan cominmente como vacunas para aves de corral contra
patdogenos diana. Las vacunas que incluyen dichos vectores virales inducen la expresién de proteinas patégenas
foraneas dentro de las células infectadas y, de esta manera, inducen la correspondiente inmunidad de las células T.

Es bien conocido que todos los herpesvirus, incluidos el herpesvirus de pavo (HVT) y el virus de la enfermedad de
Marek (MDV), pueden sobrevivir permanentemente en el cuerpo de un animal infectado en estado de infeccion latente
o persistente. Por consiguiente, los herpesvirus recombinantes, en los que se ha integrado un gen foraneo derivado
de un agente patégeno, se han desarrollado para usarse como vacunas de vectores virales que aumentan la duracion
de la inmunidad de un animal inmunizado.

La estructura genémica del HVT, su uso generalizado como vacuna contra el MDV y su capacidad de permanecer
persistente en los pollos hacen de este virus un vector atractivo para producir vacunas recombinantes para aves de
corral.

Se han desarrollado preparaciones de vacunas para lograr vacunaciones aviares eficaces, utilizando herpesvirus
recombinantes que incorporan un gen que codifica un xenoantigeno. Dichas preparaciones de vacunas permiten
vacunar tanto contra el MDV (el vector) como contra otra enfermedad aviar, a través de la secuencia de ADN foraneo
insertada.

Aunque dichas preparaciones de vacunas proporcionan resultados eficaces para vacunar a las especies aviares contra
muchas enfermedades mortales, se pueden producir competencia e inmunosupresién entre agentes patdégenos
cuando se inyectan a las aves dos o mas herpesvirus recombinantes, cada uno de los cuales alberga un gen de
xenoantigeno diferente.

Por lo tanto, se estudiarian particularmente herpesvirus recombinantes multivalentes (es decir, que albergan al menos
dos genes de antigenos diferentes) para inmunizar simultaneamente contra diferentes enfermedades. Sin embargo,
hasta ahora, los HVT recombinantes (rHVT) que expresan miltiples genes foraneos resultaron ser inestables, y todos
o parte de los genes foraneos se eliminan durante la repeticién de subcultivos en las células de cultivo. En
consecuencia, dichos vectores virales multivalentes inestables no se pueden usar como vacunas eficaces.

En consecuencia, existe una necesidad de vectores virales recombinantes multivalentes estables, que permitan la
coexpresion de los genes foraneos en las células infectadas.

Resumen de la invencion

El trabajo realizado por el solicitante ha conducido al sorprendente descubrimiento de que se puede usar un conjunto
de sitios de insercién particulares en el genoma del herpesvirus para insertar y expresar de manera estable dos o mas
genes de antigenos, proporcionando de esta manera vectores virales multivalentes eficaces para la vacunacién aviar.
Mas particularmente, el solicitante ha descubierto que un nimero reducido de sitios de insercién se pueden usar
simultaneamente para incorporar distintos genes de antigenos, proporcionando vectores virales recombinantes
multivalentes estables.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un herpesvirus aviar recombinante, segun la reivindicacion 1.
Segun la reivindicacion 1, una secuencia de nucleétidos recombinante se inserta en la region ubicada entre UL45 y

UL486, y una secuencia de nucleétidos recombinante se inserta en la region ubicada entre UL44 y UL45, entre US10y
SORF3, o entre SORF3 y US2. Como se ilustra en la solicitud, dichas construcciones de herpesvirus aviar
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recombinante proporcionan una expresion particularmente estable y eficiente de los dos correspondientes péptidos
antigénicos en las células aviares infectadas.

En particular, de forma ventajosa, las dos 0 mas secuencias de nucledtidos recombinantes se coexpresan en células
de fibroblastos de embriones de pollo (CEF), aun después de 10 0 mas subcultivos, y preferencialmente aun después
de 15 subcultivos.

Segun la invencién, las secuencias de nuclettidos recombinantes estan de forma ventajosa bajo el control de
promotores particulares. Los promotores se eligen preferencialmente entre el promotor de la beta-actina (Bac) de pollo,
el promotor Pec, el promotor inmediatamente temprano (ie)1 del citomegalovirus murino (Mcmv), el promotor del
citomegalovirus humano (Hcmv), el promotor del virus simico (SV)40 y el promotor del virus del sarcoma de Rous
(VRS) o cualquier fragmento de los mismos que retenga una actividad promotora. Preferencialmente, cada secuencia
de nucleétidos recombinante esta bajo el control de un promotor distinto.

Segun la invencion, los genes foraneos se eligen de forma ventajosa entre un péptido antigénico del paramixovirus
aviar de tipo 1y, preferencialmente, la proteina F del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), un péptido antigénico
del virus de la enfermedad de Gumboro, preferencialmente la proteina VP2 del virus de la bursitis infecciosa (IBDV),
un péptido antigénico del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), preferencialmente la proteina gB, un péptido
antigénico de Mycoplasma galisepticum, preferencialmente la proteina 40K, y un péptido antigénico del virus de la
gripe aviar, preferencialmente una proteina de superficie hemaglutinina (HA).

En una realizacion preferida, el herpesvirus aviar recombinante comprende una primera secuencia de nucleétidos
recombinante que codifica un primer péptido antigénico insertado en la regién no codificante ubicada entre UL44 y
UL45, y una segunda secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un segundo péptido antigénico insertado
en la region no codificante ubicada entre UL45 y UL46.

En otra realizacion preferida, el herpesvirus aviar recombinante comprende una primera secuencia de nucleétidos
recombinante que codifica un primer péptido antigénico insertado en la regién no codificante ubicada entre UL45 y
UL46, y una segunda secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un segundo péptido antigénico insertado
en la regién no codificante ubicada entre US10 y SORF3, o entre SORF3 y US2.

Un objeto adicional de la invencién se refiere a una vacuna multivalente para inmunizar especies aviares, tales como
aves de corral, que comprende una cantidad inmunizante eficaz del herpesvirus aviar recombinante de la invencién.
Esta vacuna se puede usar para inmunizar especies aviares, tales como aves de corral. En la presente memoria, se
expone ademas un antisuero dirigido contra el herpesvirus aviar obtenido inmunizando especies aviares con una
cantidad eficaz de herpesvirus aviar recombinante de la invencién y recuperando el antisuero después del sangrado
del ave.

La invencion se refiere ademas a un método de inmunizaciéon de un ave que comprende administrar a dicho ave una
cantidad inmunizante eficaz de la vacuna segun la invencion. La invencién proporciona ademas un kit de vacunacién
para inmunizar especies aviares que comprende una cantidad eficaz de la vacuna de la invencién y un medio para
administrar dichos componentes a dicha especie.

La invencion se puede usar en cualquier ave, para la vacunacién contra cualquier agente patégeno aviar.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra el diagrama esquematico del genoma del HVT. La ubicacién de la larga Gnica (UL) 44, UL45 y UL46
y la ubicacién de la corta Gnica (US)10, SORF3 y US2 estan marcadas. Las secuencias de nucleétidos recombinantes
se pueden insertar en sitios Sfil generados por PCR entre UL44 y UL45, y/o entre UL45 y UL46, y/o entre US10 y
SORF3, y/o entre SORF3 y US2.

Las Figuras 2A y 2B ilustran diagramas esquematicos del genoma del HVT que integran diferentes agrupaciones de
secuencias de nucleétidos y promotores.

La Figura 3 muestra la tincion por inmunofluorescencia de CEF infectados con HVT recombinantes dobles segun las
realizaciones de la invencién (FW129 y FW141) que coexpresan NDV-F e IBDV-VP2 (células infectadas con
rHVT/ND/IBD). La expresién de la proteina VP2 se detecté mediante el AcM anti-VP2 (R63) y Alexa Fluor 546. La
expresion de la proteina F se detectd mediante el suero de conejo anti-F #35 y Alexa Fluor 488. Los resultados
muestran que ambas células infectadas con FW129 o FW141 expresan tanto la proteina NDV-F insertada como la
proteina IBDV-VP2 insertada.

Las Figuras 4A y 4B son andlisis por inmunoelectrotransferencia que muestran la expresion de la proteina VP2 y/o la
proteina F en células CEF infectadas con los rHVT de la invencién. Segun muestra la Figura 4A, se observé una banda
proteica de 60 kilodaltons (kDa) solo en el carril con células infectadas por rHVT/ND/IBD, que era el tamafio esperado

de la proteina F (ﬁ). No habia ninguna banda en el carril de rHVT/44-45BacVP2 (FW123). Segun muestra la Figura

3
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4B, la proteina VP2 se observo a 38 kilodaltons (kDa) en los carriles de cada rHVT/ND/IBD (@)_ Por el contrario, no
habia ninguna banda en el carril de rHVT/45-46 PecF (FW029). La proteina VP2 madura es la de 38 kDa (A. A. Azad
y col., 1987, Virol. 161:145-152, K. J., Fahey y col., 1985 J. Gen. Virol. 66:1479-1488). Los rHVT dobles de la invencién
expresaron tanto NDV-F como IBDV-VP2.

Las Figuras 5A a 5D muestran los resultados de un analisis por transferencia de Southern para comprobar la estructura
del genoma de FW129 purificada (rHVT/45-46 pecF/44-45 Rsv VP2), 1o que indica que el HVT/ND/IBD recombinante
doble de la invencién tenia la estructura genémica esperada. Mas justamente, los resultados de la transferencia de
Southern mostraron que

- se hibridé un fragmento de 2077 pb con la sonda VP2 en el ADN de cada FW129 de HVT recombinante doble
(columnas 1, 2 y 3, Figura 5A). Por el contrario, no se detect6é ninguna banda en p45/46Pec F (Figura 5A).

- se hibridé un fragmento de 2744 pb con la sonda F en el ADN de cada FW129 de HVT recombinante doble
(columnas 1, 2 y 3, Figura 5C). No se detecté ninguna banda en el p45/46 Sfil.

- los fragmentos de 2077 pb y 1228 pb se hibridaron con la sonda 1S44/45 en el ADN de cada FW129 de HVT
recombinante doble (columnas 1, 2 y 3, Figura 5B). No se detectd ninguna banda para el marcador molecular lambda
digerido con Hindlll (columna M, Figura 5B).

- los fragmentos de 2744 pb y 770 pb se hibridaron con la sonda 1S45/46 en el ADN de cada FW129 de HVT
recombinante doble (columnas 1, 2 y 3, Figura 5D).

Las Figuras 6A y 6B muestran los resultados de un analisis de inmunoelectrotransferencia para comprobar la
estabilidad de FW129 de HVT recombinante en subcultivos sucesivos, lo que indica que después de 15 subcultivos,
la proteina F y la proteina VP2 se expresaron de manera estable en el CEF infectado con el rHVT FW129 de la
invencion.

Las Figuras 7A a 7D muestran los resultados de un analisis por transferencia de Southern para comprobar la
estabilidad de los HVT recombinantes después de 15 subcultivos. (Figura 7A) Los resultados de la transferencia de
Southern muestran que un fragmento de 2077 pb se hibridé con la sonda VP2 en el ADN de FW129. El fragmento de
2334 pb se hibridé con la sonda VP2 en el ADN de FW130. Por el contrario, no se detect6 ninguna banda en p45/46Pec
F. (Figura 7C) Los resultados de la transferencia de Southern muestran que un fragmento de 2744 pb se hibridé con
la sonda F en el ADN de cada FW129 y FW130 de HVT recombinante doble. No se detecté ninguna banda en el
p45/46 Sfil. (Figura 7B) Los resultados de la transferencia de Southern muestran que los fragmentos de 2077 pb y
1228 pb se hibridaron con la sonda 1S44/45 en el ADN de FW129, y que los fragmentos de 2334 pb y 1022 pb se
hibridaron con la sonda 1S44/45 en el ADN de FW130. Un fragmento de 1350 pb se hibrid6 con la sonda 1S44/45 en
p45/46 PecF, que no contenia ningln gen en el sitio 1S44/45. (Figura 7D) Los resultados de la transferencia de
Southern muestran que los fragmentos de 2744 pb y 770 pb se hibridaron con la sonda 1S45/46 en el ADN de cada
FW129 y FW130 de HVT recombinante doble. La transferencia de Southern con la sonda 44/45 y la sonda 45/46
mostré que el gen VP2 o el gen F se mantenian estables en el sitio de insercion 44/45 o 45/46, respectivamente, en
FW129 y FW130. Estos resultados indican que, después de 15 subcultivos, la proteina F y la proteina VP2 se
expresaron de manera estable en los CEF infectados con FW129 de rHVT de la invencién.

Las Figuras 8A y 8B muestran los resultados comparativos de los titulos de anti-NDV (Figura 8A) y los titulos de anti-
IBDV (Figura 8B) obtenidos de pollos a los que se les inoculd HVT recombinantes dobles (FW122, FW137, FW129,
FW130, FW135), en comparacion con los titulos obtenidos de pollos a los que se les inoculé HVT recombinantes
individuales (FW029 y FW023, respectivamente).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidon generalmente se refiere a los herpesvirus recombinantes multivalentes y a su uso para
inmunizar especies aviares contra al menos dos enfermedades al mismo tiempo. Segln se expone en la presente
memoria, las secuencias de ADN foraneo se insertan en sitios de insercion particulares dentro del genoma del rHV,
proporcionando construcciones estables y eficientes adecuadas para usar en composiciones o métodos de vacunas.
La presente exposicién se entendera mejor haciendo referencia a las siguientes definiciones:

Definiciones

En el contexto de la invencidn, el término “reconstruido” o “recombinante” en relacién con una secuencia, denomina

una secuencia, acido nucleico o unidad que no existe de forma natural y/o que se ha genomodificado utilizando
ingenieria genética (también denominada clonacién génica o clonacion molecular).
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El término “recombinante” en relacién con un herpesvirus se refiere a un herpesvirus cuyo genoma se ha modificado
mediante la insercion de al menos un acido nucleico heterdlogo, es decir, un acido nucleico (p. gj., ADN) que no se
encuentra de forma natural en el genoma del herpesvirus, 0 que se encuentra de forma natural en dicho genoma pero
en una forma diferente o0 en una posicion diferente. Se entendera que el herpesvirus recombinante se puede fabricar
mediante una variedad de métodos y, una vez fabricado, se puede reproducir sin el uso de ingenieria genética
adicional. Por lo tanto, la estructura del “herpesvirus recombinante” se describe en términos de insercién de ADN.

En la presente descripcién, los términos “acido nucleico”, “secuencia nucleica” y “secuencia de nucle6tidos™ se usan
indistintamente y se refieren a una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia determinada, que puede ser
desoxirribonucledtidos y/o ribonucledtidos. La secuencia de nucleétidos puede prepararse primero, p. ej., mediante
técnicas recombinantes, enzimaticas y/o quimicas, y posteriormente replicarse en una célula huésped o en un sistema
in vitro. Una secuencia de nucleotidos preferencialmente comprende un marco de lectura abierto que codifica un
péptido. La secuencia de nucledtidos puede contener secuencias adicionales tales como un terminador de la
transcripcion, un péptido sefial, un IRES, un intrén, etc. Preferiblemente, un marco de lectura abierto en un acido
nucleico recombinante no contiene un intrén.

El término “region no traducida™” como se usa en la presente memoria se refiere a una regiéon de nucleétidos que no
tiene ORF y no define una secuencia de aminoacidos de la proteina que se va a expresar mediante traduccién, o una
region de nucleétidos en la que el ORF no participa en ninguna de las transcripciones, traducciones ni expresiones de
proteinas.

El término “especie aviar” pretende abarcar todos los tipos de aves, tales como aves de la clase Aves, es decir,
animales vertebrados con plumas, alas, bipedos, endotérmicos y que ponen huevos. En el contexto de la invencién,
las aves o especies aviares se refieren mas particularmente a aves con interés econémico y/o agronémico, tales como
aves de corral (tales como pollos y pavos), aves acuaticas (tales como patos y gansos) y aves ornamentales (tales
como cisnes y psitaciformes).

El término “vacuna” como se usa en la presente memoria denomina un agente que se puede usar para causar,
estimular o amplificar una respuesta inmunitaria en un organismo.

Virus

Los virus para su uso en la presente invencién son aquellos que pertenecen generalmente al género de los herpesvirus
aviares.

Por ejemplo, los herpesvirus aviares para su uso en la presente invencién incluyen, aunque no de forma limitativa, un
herpesvirus de pavo (HVT), un virus de la enfermedad de Marek del serotipo 2, preferiblemente la cepa SB1 del virus
de la enfermedad de Marek del serotipo 2, o un virus de la enfermedad de Marek del serotipo 1, preferiblemente la
cepa CVI988/Rispens del virus de la enfermedad de Marek del serotipo 1. Los herpesvirus preferidos de la invencion
se derivan de serotipos o cepas que no son patégenas para las especies aviares diana.

Herpesvirus aviares recombinantes multivalentes

Un objeto de la invencion se refiere a los herpesvirus aviares recombinantes adecuados para inmunizar especies
aviares contra al menos dos enfermedades, con una estabilidad mejorada a través de los subcultivos. Los inventores
han identificado sitios de insercion particulares que, en combinaciones, proporcionan una estabilidad mejorada para
los genes de xenoantigenos.

Un objeto de la invencion por lo tanto se refiere a un herpesvirus aviar recombinante segun la reivindicacion 1.

La ubicacién de las regiones no codificantes expresadas es conocida en la técnica y se puede encontrar, p. €j.,
en Kingham y col. (“The genome of herpesvirus of turkeys: comparative analysis with Marek's disease viruses” -
Journal of General Virology (2001) 82, 1123-1135).

Por ejemplo, como referencia a un genoma completo de FC126 (GenBank: AF291866.1), la regién ubicada entre UL44
y UL45 corresponde a los nucledtidos 94243-94683 del genoma del HVT, la regién ubicada entre UL45 y UL46
corresponde a los nucledtidos 95323-95443 del genoma del HVT, la region ubicada entre US10 y SORF3 corresponde
a los nucledtidos 138688-138825 del genoma del HVT, y la regién ubicada entre SORF3 y US2 corresponde a los
nucleétidos 139867-140064 del genoma del HVT.

El acido nucleico de interés para la insercion en el genoma del herpesvirus puede ser homoélogo o heterélogo con
respecto al herpesvirus. El acido nucleico tipicamente codifica un antigeno de un agente patdégeno y se puede derivar
u obtener de cualquier organismo patégeno capaz de provocar una infeccidn en especies aviares. Tipicamente, los
acidos nucleicos clonados se derivan de agentes patégenos que causan enfermedades que tienen un impacto
econdémico en la industria de aves de corral. Los ejemplos de agentes patdgenos que causan infecciones en las aves
incluyen virus, bacterias, hongos, protozoos, etc.
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La secuencia de nucledtidos homéloga o heteréloga para la inserciéon en el genoma viral puede ser, por lo tanto,
cualquier secuencia que codifique un péptido antigénico de un agente patégeno de aves. La secuencia de acido
nucleico segun la presente invencion se puede derivar de cualquier fuente, p. €j., viral, procariota, eucariota o sintética.
Tipicamente, las secuencias de nucleétidos codifican un péptido inmunogénico de un agente patégeno, y
preferiblemente representan proteinas de superficie, proteinas secretadas o proteinas estructurales de dicho agente
patégeno, o fragmentos de las mismas.

La secuencia de nucleétidos puede codificar, por ejemplo, un péptido antigénico derivado del virus de la gripe aviar,
paramixovirus aviar de tipo 1, también denominado virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), metapneumovirus
aviar, virus de la enfermedad de Marek, virus de la enfermedad de Gumboro, también denominado virus de la bursitis
infecciosa (IBDV), virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILVT), virus de la bronquitis infecciosa (IBV), la Escherichia
coli, especies de Salmonella, Pasteurella multocida, Riemerella anatipestifer, Ornithobacterium rhinotracheale,
Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae, microorganismos micoplasmas infectando especies de aves o
coccidios.

Preferencialmente, las secuencias de nucleotidos insertadas en el genoma viral se eligen entre la proteina F de NDV,
la proteina VP2 de IBDV, la proteina gB de ILTV, la proteina 40K de Mycoplasma galisepticum y la proteina de
superficie hemaglutinina (HA) del virus de la gripe aviar.

Diversas combinaciones de péptidos antigénicos pueden presentar un gran interés, dependiendo de varios factores,
tales como la especie aviar, el pais de cria, las condiciones de cria, etc.

Por ejemplo, en una realizacién, el herpesvirus aviar recombinante multivalente de la invencién incorpora en su
genoma la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina F de NDV vy la secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina VP2 de IBDV.

Segun una realizacién particular, se pueden insertar tres 0 mas secuencias de nucleétidos en el genoma viral.
El herpesvirus recombinante de la invencion puede expresar dos 0 mas antigenos de un mismo agente patdgeno.

Las secuencias de nucleétidos homélogas o heterblogas que codifican los antigenos de interés se pueden unir
operativamente a un promotor € insertarse ademas en el genoma viral. El promotor usado puede ser un promotor
sintético o natural, endégeno o heterélogo.

El promotor no esta limitado siempre que pueda funcionar eficazmente en células de aves infectadas con rHVT. Por
lo tanto, la eleccidén de un promotor se extiende a cualquier promotor eucariota, procariota o viral capaz de dirigir la
transcripcion génica en células aviares infectadas por el rHVT.

Preferencialmente, los promotores se eligen entre el promotor de la beta-actina (Bac) de pollo, el promotor Pec, el
promotor ie1 del citomegalovirus murino (Mcmv), el promotor del citomegalovirus humano (Hcmv), el promotor del
virus simico (SV)40 y el promotor del virus del sarcoma de Rous (VRS) o cualquier fragmento de los mismos que
retenga una actividad promotora.

La secuencia de acido nucleico de un promotor de Bac de pollo se muestra en la Id. de sec. n.° 1, la secuencia de un
promotor Pec se muestra en la Id. de sec. n.° 2, la secuencia de un promotor ie1 de Mcmv se muestra en la |d. de sec.
n.° 3, la secuencia de un promotor de Hcmv se muestra en la Id. de sec. n.° 4, la secuencia de un promotor de SV40
se muestra en la Id. de sec. n.° 5y la secuencia de un promotor de VRS se muestra en la Id. de sec. n.° 6.

Cabe sefialar que las variantes de dichas secuencias que codifican promotores funcionales son conocidas y/o se
pueden disefiar o0 ensayar por un experto en la materia, para su uso en la presente invencion.

En un_herpesvirus recombinante preferido de la invenciéon, al menos uno de los acidos nucleicos comprende un
promotor Pec o Bac para impulsar |a expresién del péptido antigénico.

Construccién multivalente

La clonacién génica y la construccion de plasmidos son bien conocidas por una persona con experiencia en la técnica
y se pueden realizar esencialmente mediante técnicas de biologia molecular estandar (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. 3.2 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Woodbury, N.Y. 2001).

Para construir un herpesvirus recombinante multivalente de la presente invencion, inicialmente, el herpesvirus se
propaga en una célula huésped adecuada y después se obtiene el ADN gendémico. El huésped y las condiciones para
propagar el virus se seleccionan segun corresponda. Como células huésped, se prefieren las células derivadas de
pollo, y se pueden usar CEF (fibroblastos de embriones de pollo), células de rifién de pollo y similares. Se pueden
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cultivar en un medio de cultivo tal como el medio de cultivo MEM de Eagle, L-15 de Leibovitz/5A de McCoy (mezcla
1:1) a aproximadamente 37 °C durante 3 a 4 dias.

El ADN se extrae de las células infectadas por el virus cultivadas como se ha indicado anteriormente segiin un método
convencional. Después de desnaturalizar la proteina en el tampon de lisis y eliminarla, el ADN se extrae con fenol y
etanol.

Tipicamente, los virus recombinantes se pueden preparar mediante recombinacién homoéloga entre el genoma viral y
una construccion (p. €j., un plasmido) que comprende el acido nucleico que se va a insertar, flanqueado por nucleétidos
del sitio de insercién para permitir la recombinacion.

Plasmido con secuencia de sitio de insercion

Una posibilidad de insertar un gen foraneo en una de las regiones no traducidas del genoma viral segln la invencién
puede ser clonar primero una secuencia que contenga la regién no traducida diana en un plasmido u otro vector
adecuado. Como se describe en la presente memoria, dicha secuencia se elige entre la secuencia de la regién ubicada
entre UL44 y UL45, la secuencia de la region ubicada entre UL45 y UL46, la secuencia de la region ubicada entre
US10 y SORF3, y la secuencia de la regién ubicada entre SORF3 y US2. Los ejemplos de plasmidos comprenden
pBR322, pBR325, pBR327, pBR328, pUC18, pUC19, pUC7, pUC8 y pUC9, los ejemplos de fagos comprenden el fago
lambda y el fago M13, y el ejemplo de césmidos comprende pHC79.

La secuencia de la regién no traducida se integra en el plasmido segin un método de clonacién convencional. Las
secuencias de la region de insercion son preferiblemente de suficiente longitud para que, tras la insercién del acido
nucleico, las secuencias que flanquean el acido nucleico tengan una longitud adecuada para permitir la recombinaciéon
homologa in vivo con el genoma viral. Preferiblemente, las secuencias flanqueantes deberan tener al menos
aproximadamente 50 nucleétidos de longitud.

Para insertar una o mas secuencias foraneas en la regién no traducida, la mutacién puede llevarse a cabo en un sitio
especifico de la regién no traducida para crear un nuevo sitio de escisién para las enzimas de restriccién. Un método
para llevar a cabo la mutacién puede ser un método convencional, y se puede usar un método usado habitualmente
por una persona experta en la técnica, tal como la mutagénesis in vitro y PCR. Por lo tanto, en el método de PCR, se
lleva a cabo una mutacion tal como la delecién, el reemplazo o la adicion de 1 a 2 nucleétidos en el cebador de PCR,
y el cebador se usa después para crear una mutacion.

Plasmido que contiene ademas una o varias secuencias de nucleétidos foraneas diana

Las secuencias de nucleotidos y promotores, para la insercién en el virus, se insertan ademas en la regién de insercién
del genoma viral en el plasmido.

Mas justamente, las secuencias de nucledtidos y promotores se introducen en un fragmento de ADN gendémico del
herpesvirus que contiene secuencias de la region de insercion, subclonadas en el plasmido.

Si se desea, se puede preparar un plasmido que contenga dos 0 mas secuencias de acidos nucleicos foraneas, p. €j.,
derivadas del mismo o de diferentes agentes patégenos, estando dichas secuencias flanqueadas por secuencias de
la regién de insercién como se describe en la presente memoria.

Genoma viral que comprende una secuencia de nucledtidos foranea en un sitio de insercién

Los plasmidos en los que se ha insertado al menos una secuencia de nucleétidos en la regién no traducida obtenida
como se ha indicado anteriormente se pueden introducir en una célula infectada con HVT o en células transfectadas
con genoma del HVT mediante electroporacion, fosfato de calcio, un método basado en lipofectina o similares. Cuando
la cantidad del plasmido que se va a introducir esta en el intervalo de 0,1 a 1000 ug, |a eficiencia de la generacién de
virus recombinantes mediante recombinacién entre las regiones homélogas del ADN del HVT y el plasmido aumenta
en las células.

Produccién del herpesvirus recombinante multivalente

El multivalente de la invencidn se puede obtener cotransfectando en el mismo cultivo celular un plasmido que contiene,
como se ha descrito anteriormente, una secuencia de sitio de insercion en la que esta integrada una secuencia de
nucleétidos foranea, y un herpesvirus recombinante que contiene, como se ha descrito anteriormente, el mismo sitio
de insercién exento de secuencias de nucledtidos foraneas y un segundo sitio de insercién en el que se integra una
secuencia de nucleétidos foranea distinta. Esta cotransfeccion resulta en la recombinacién del ADN plasmidico en el
genoma viral. De cualquier otra manera, el multivalente de la invencion se puede obtener cotransfectando en el mismo
cultivo celular dos plasmidos, conteniendo cada uno una secuencia de sitio de insercion distinta en la que esta
integrada una secuencia de nucleétidos foranea distinta, y un herpesvirus que contiene, como se ha descrito
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anteriormente, los mismos sitios de inserciéon exentos de secuencia de nucleétidos foranea. La cotransfecciéon resulta
en la recombinacién de ambos ADN plasmidicos en el genoma viral.

El virus recombinante multivalente resultante se puede seleccionar genotipicamente o fenotipicamente usando
técnicas de seleccién conocidas, p. €j., mediante hibridacion, detectando la actividad enzimatica codificada por un gen
cointegrado junto con las secuencias de acido nucleico recombinantes o detectando el péptido antigénico expresado
por el herpesvirus recombinante inmunolégicamente. El herpesvirus recombinante seleccionado se puede cultivar a
gran escala en cultivo celular, después de lo cual se pueden recolectar herpesvirus recombinantes que contienen
péptidos.

Construcciones multivalentes preferidas

Un objeto de la invencién es proponer herpesvirus recombinantes multivalentes que presenten al menos dos
secuencias de nucleétidos foraneas, cada una de las cuales se inserta en un sitio de insercién particular, de manera
adecuada para codificar y expresar los péptidos antigénicos correspondientes en células aviares.

Entre la pluralidad de posibles realizaciones basadas en las combinaciones de los sitios de insercion dirigida y las
secuencias de nucleétidos recombinantes preferidas y, opcionalmente, los promotores preferidos, el solicitante ha
descubierto sorprendentemente que combinaciones particulares presentan un alto nivel de estabilidad, lo que permite
SU USO para preparar vacunas multivalentes mejoradas.

Basandose en esta observacion, un propésito de la invencién es proponer herpesvirus aviares recombinantes
multivalentes especificos con un alto nivel de estabilidad.

Los herpesvirus aviares recombinantes multivalentes de la invencién comprenden dos secuencias de nucleétidos
recombinantes, como se define en la reivindicacion 1.

Los péptidos antigénicos preferidos de la invencién se eligen entre la proteina F de NDV, la proteina VP2 de IBDV, la
proteina gB de ILTV, la proteina 40K de Mycoplasma galisepticum y la proteina de superficie HA del virus de la gripe
aviar.

De forma ventajosa, los promotores usados con secuencias de nucleétidos insertadas en el sitio de insercidén entre
UL44 y UL45 se eligen entre el promotor Pec, el promotor ie1 de Mcmv, el promotor de Hcmv, el promotor de SV40 y
el promotor de VRS, o cualquier fragmento de los mismos que retenga una actividad promotora. De hecho, el solicitante
ha descubierto sorprendentemente que el promotor de Bac insertado entre UL44 y UL45 no permite la expresion
estable de un gen foraneo. Sin embargo, el promotor de Bac, insertado en la regidén entre UL45 y UL46, permite una
expresion estable.

Segun una primera realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende, insertada entre UL45 y UL46, una
secuencia de nucledtidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, e insertada entre UL44 y UL45, una secuencia de nucleétidos
recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo el control del
promotor de SV40 (FW130).

Segun una segunda realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45 y
UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercién entre UL44 y UL45 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor de VRS (FW129).

Segun una tercera realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL45 y
UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercién entre UL44 y UL45 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor ie1 de Mcmv (FW141).

Segun una cuarta realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45 y UL46
una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de inserciéon entre SORF3 y US2 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor ie1 de Mcmv (FW144).

Segun una quinta realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45 y UL46
una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de inserciéon entre SORF3 y US2 una secuencia de
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nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor de Bac (FW146).

Segun una sexta realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL44 y UL45
una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercién entre UL45 y UL46 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor ie1 de Mcmv (FW143).

Segun una séptima realizacion, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL44 y
UL45 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor ie1 de Mcmv, y en el sitio de insercidon entre UL45 y UL46 una secuencia
de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente
bajo el control del promotor Bac (FW142).

Segun una octava realizacion, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre SORF3 y
US2 una secuencia de nucledtidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercién entre UL45 y UL46 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor de Bac (FW147).

Segun una novena realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL45 y
UL46 una secuencia de nuclebtidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor de Bac, y en el sitio de insercién entre SORF3 y US2 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo el
control del promotor ie1 de Mcmv (FW145).

Segun una décima realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL45 y
UL46 una secuencia de nuclebtidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor de Bac, y en el sitio de insercién entre SORF3 y US2 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo el
control del promotor de SV40 (FW149).

Segun una undécima realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL45 y
UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor de SV40, y en el sitio de insercién entre SORF3 y US2 una secuencia
de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente
bajo el control del promotor de Bac (FW148).

Segun una duodécima realizacion, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercién entre UL45 y
UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercidén entre US10 y SORF3 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor ie1 de Mcmv (FW153).

Segun una decimotercera realizacion, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercidon entre UL45
y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec, y en el sitio de insercidén entre US10 y SORF3 una secuencia de
nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor de Bac (FW154).

Segun una decimocuarta realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45
y UL46 una secuencia de nucleotidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor de Bac, y en el sitio de insercion entre US10 y SORF3 una secuencia
de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor ie1 de Mcmv (FW155).

Segun una decimoquinta realizacién, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45
y UL46 una secuencia de nucleotidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor de Bac, y en el sitio de insercion entre US10 y SORF3 una secuencia
de nucleétidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento de la misma, preferencialmente bajo
el control del promotor Pec (FW156).

Segun una realizacion, el herpesvirus aviar recombinante comprende en el sitio de insercion entre UL45 y UL46 una

secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor ie1 de Mcmv, y en el sitio de insercién entre US10 y SORF3 una
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secuencia de nucledtidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento de la misma,
preferencialmente bajo el control del promotor Pec (FW161).

Cultivos celulares

Los virus recombinantes resultantes de la presente invencion se pueden propagar en cultivos celulares en los que
dicho virus recombinante se puede propagar y crecer. Después de alcanzar €l crecimiento requerido de los virus, las
células se pueden despegar de los pocillos utilizando un raspador o con tripsina, y las células infectadas se pueden
separar del sobrenadante mediante centrifugacion.

En las realizaciones preferidas de la invencién, se pueden usar CEF, huevos embrionados, células de rifién de pollo
y similares como células huésped para la propagacién de herpesvirus recombinantes. Los virus recombinantes
multivalentes de la presente invencion se pueden cultivar en un medio de cultivo tal como el medio de cultivo MEM de
Eagle, L-15 de Leibovitz/5A de McCoy (mezcla 1:1) a aproximadamente 37 °C durante 3 a 4 dias. Por lo tanto, las
células infectadas obtenidas se suspenden en un medio de cultivo que contiene sulféxido de dimetilo (DMSO) al 10 %
y se almacenan congeladas en nitrégeno liquido.

De forma ventajosa, los herpesvirus multivalentes recombinantes de la invencién presentan un alto nivel de estabilidad
a través de los subcultivos, lo que corresponde a una coexpresion de las secuencias de nucleétidos recombinantes
en células de especies aviares aun después de 10 o mas subcultivos. En el contexto de la invencién, un “subcultivo”
o “subcultivo celular” significa un cultivo de células en condiciones adecuadas para permitir su crecimiento y
mantenerlas vivas hasta que tengan una confluencia del 90 % al 100 %. La etapa de subcultivo consiste en transferir
un pequefio nimero de células del cultivo confluente anterior 2 un nuevo medio de cultivo. Una alicuota del cultivo
confluente anterior, que contiene unas pocas células, se puede diluir en un gran volumen de medio nuevo. En el caso
de cultivos adherentes, las células se pueden despegar primero, por ejemplo, usando una mezcla de tripsina y EDTA,
o cualquier enzima adecuada, antes de usar un nimero reducido de células despegadas para sembrar un nuevo medio
de cultivo.

Segun las realizaciones preferidas de la invencion, las células CEF transfectadas con herpesvirus aviares
recombinantes de la invencién aun coexpresan los péptidos antigénicos correspondientes después de al menos 10
subcultivos. En otras palabras, las células CEF resultantes de 10 o mas subcultivos de células CEF transfectadas con
herpesvirus aviares recombinantes de la invencién y, mas particularmente, resultantes de 15 subcultivos, aun
contienen las secuencias de nucleétidos foraneas del herpesvirus aviar recombinante usado para la transfeccién
celular inicial y expresan los al menos dos péptidos antigénicos correspondientes. En el contexto de la invencién, se
considera que las células de dicho subcultivo ain expresan los péptidos antigénicos si el nivel de produccién es mayor
del 80 % del nivel de produccion del primer subcultivo, y preferencialmente mayor del 85 %.

Composiciones de vacunas multivalentes

La invencién también se refiere a una vacuna multivalente para inmunizar especies aviares, tales como aves de corral,
que comprende una cantidad inmunizante eficaz de un herpesvirus aviar recombinante multivalente de la invencién.

Preferencialmente, las vacunas de la invencién pueden causar, estimular o amplificar la inmunidad contra al menos
dos agentes patogenos elegidos entre el paramixovirus aviar de tipo 1, el virus de la enfermedad de Gumboro, el virus
de la laringotraqueitis infecciosa, Mycoplasma galisepticum y el virus de la gripe aviar.

Las vacunas de la invencion comprenden una cantidad eficaz inmunolégicamente de un herpesvirus recombinante
multivalente de la invencion, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un herpesvirus recombinante multivalente segun la invencién se puede usar preferiblemente como una vacuna con
microbios vivos, aunque otras alternativas, como las vacunas inactivadas o las vacunas atenuadas, estan dentro de
las habilidades de una persona experta en la técnica.

La vacuna segun la presente invencién puede también comprender un disolvente adecuado, tal como, por ejemplo,
un tampdn acuoso o un tampon fosfato. Preferiblemente, la vacuna también comprende aditivos. Los aditivos de la
presente invencién se pueden obtener de cualquiera de un nimero de fuentes, que incluyen diversas proteinas y
péptidos derivados de animales (p. ej., hormonas, citocinas, factores coestimuladores) y nuevos acidos nucleicos
derivados de virus y otras fuentes (p. gj., ARN bicatenario, CpG) y similares que se administran con la vacuna en una
cantidad suficiente para mejorar la respuesta inmunitaria. Ademas, cualquier nimero de combinaciones de las
sustancias mencionadas anteriormente puede proporcionar un efecto de inmunopotenciacion y, por lo tanto, puede
formar un inmunopotenciador de la presente invencion.

Las vacunas de la presente invencién se pueden formular ademas con uno o mas aditivos adicionales para mantener
la isotonicidad, el pH fisioldgico y la estabilidad, por ejemplo, un tampén tal como solucién salina fisiologica (0,85 %),
solucién salina tamponada con fosfato (PBS), tampones de citrato, tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS), solucion
salina tamponada con Tris y similares, o un antibiético, por ejemplo, neomicina o estreptomicina, etc.
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La via de administracion puede ser cualquier via, que incluye la administracién oral, ocular (p. €j., mediante colirio),
oculonasal con aerosol, intranasal o cloacal en el pienso, en el agua o mediante pulverizacién, en el huevo,
tépicamente o mediante vacunacién inyectable (p. gj., intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraorbital, intraocular,
intradérmica y/o intraperitoneal). La persona experta adaptara facilmente la formulacién de la composicién de la
vacuna para cada tipo de via de administracién.

Cada dosis de vacuna puede contener una dosis adecuada suficiente para inducir una respuesta inmunitaria protectora
en las especies aviares. La optimizacion de dicha dosis es bien conocida en la técnica. La cantidad de antigeno por
dosis se puede determinar mediante métodos conocidos usando reacciones antigeno-anticuerpo, por ejemplo,
mediante el método ELISA.

Las vacunas de la invencién se pueden administrar como dosis Unicas o en dosis repetidas, dependiendo del protocolo
de vacunacion.

Las vacunas de la presente invencién son ademas ventajosas porque confieren a las especies de aves hasta un 80 %
de proteccion contra los agentes patégenos aviares diana después de 3 semanas de vacunacion.

La presente invencion ademas se refiere al uso de la vacuna como se ha descrito anteriormente para inmunizar
especies aviares, tales como aves de corral, y al método para inmunizar especies aviares mediante la administracion
de una cantidad eficaz inmunolégicamente de la vacuna segin la invencion. La vacuna se puede administrar de forma
ventajosa por via intradérmica, subcutanea, intramuscular, oral, en el huevo, mediante administracién mucosa o
mediante administracion oculonasal.

La presente invencién se refiere ademas a kits de vacunacién para inmunizar especies aviares que comprenden una
cantidad eficaz de la vacuna multivalente como se ha descrito anteriormente y un medio para administrar dichos
componentes a dicha especie. Por ejemplo, dicho kit comprende un dispositivo de inyeccién rellenado con la vacuna
multivalente segun la invencién e instrucciones para la inyeccion intradérmica, subcutanea, intramuscular o en el
huevo. Alternativamente, el kit comprende un dispositivo de pulverizacién/aerosol o colirio rellenado con la vacuna
multivalente seguln la invencioén e instrucciones para la administracién oculonasal, oral 0 mucosa.

La presente invencion se explicara ahora en mayor detalle con referencia a los siguientes experimentos y ejemplos,
pero no se debe considerar que la presente invencion estd limitada por estos experimentos y ejemplos.

Experimentos

En los experimentos, se han usado varios herpesvirus recombinantes (monovalentes o multivalentes segun la
invencion), denominados de la siguiente manera (HVT/primer sitio de insercién-primer gen foraneo/segundo sitio de
insercién-segundo gen foraneo):

FW122: HVT/45-46 Hcmv VP2 Bac F

FW123: HVT/44-45 Bac VP2,

FW125: HVT/45-46 Bac F/44-45 Hcmv VP2

FW129: HVT/45-46 PecF/44-45 Rsv VP2

FW130: HVT/45-46 PecF/44-45 SV40 VP2

FW135: HVT/45-46 sv40 F/44-45 Bac VP2

FW137: HVT/45-46 Pec F sv40 VP2

FW141: HVT/45-46 PecF/44-45 Mcmv ie1 VP2

FW142: HVT/45-46 Bac VP2/44-45 Mcmv iel F

FW144: HVT/45-46 Pec F/87-88 Mcmv ie1 VP2

FW145: HVT/45-46 Bac VP2/87-88 Mcmv iel1 F

FW023: HVT/45-46 Bac VP2

FWO029: HVT/45-46 Pec F
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Experimento 1: construccién de vectores de homologia

La construccion de plasmidos se realizé esencialmente mediante las técnicas estandar de biologia molecular
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 3.2 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 2001).
Los fragmentos de restriccion de ADN se sometieron a electroforesis en geles de agarosa y se purificaron con el kit
Plasmid plus Midi (QIAGEN, cat. # 12945)

Construccion de p44/45d46Sfi

Basado en la informacién del gen homologo de gC (gCH) de MDYV del serotipo 1 (Coussens y col., J. Virol. 62:2373-
2379, 1988) y su fragmento BamHI-B adyacente (patente japonesa sin examinar con n.° de publicacién H6-292583),
un fragmento de ADN que tiene un sitio Sfil entre dos ORF, UL44 h y UL45h, se prepard mediante PCR y se cloné en
pUC18. Primero, se preparé6 ADN de HVT a partir de células CEF infectadas con la cepa FC126 de HVT segun el
método de Lee y col. (J. Gen. Virol., 51: 245-253, 1980). Utilizando el ADN de HVT obtenido como plantilla, se realizé
la PCR con dos pares de cebadores.

El primer par fue la sec. n.°: 7 (5-CCCCGAATTCATGGAAGAAATTTCC-3) vy la sec. n°: 8 (5-
CGCGGGCCAATAAGGCCAACATCGGGACGTACATC-3Y.

El segundo par fue la sec. n.°: 9 (5'-GCGCGGCCTTATTGGCCTTAAATACCGCGTTTGGAG-3") y la sec. n.>: 10 (5'-
CCCCAAGCTTTCAAGTGATACTGCGTGA-3').

Usando la mezcla de los dos productos de PCR obtenidos como plantilla, se llevé a cabo otra PCR conlasec. n.° 7y
la sec. n.° 10 para generar un fragmento que tiene un sitio Sfil entre dos ORF, UL44 h y UL45h.

El fragmento resultante se digirié después con EcoRI y Hindlll y se ligé a pUC18, que se habia digerido con EcoRl y
Hindlll. El plasmido obtenido se denominé p44/45Sfi.

Para la construccion del HVT recombinante doble en el que se insertaron dos genes en UL44/45 y UL45/46
respectivamente, el gen UL46 se elimin6 de p44/45Sfi. El p45/46Sfi (US 7569365) digerido con EcoRlI y Sfil se ligo
con el conector dSfil-EcoRl, lo que resultd en el plasmido p44/45d46. El p44/45Sfl se escindio con Sphl y Pstl se ligé
con p44/45d46 escindido con las mismas enzimas, lo que result6 en el plasmido p44/45d46Sfi.

Construccion de pHVT 87-88

Se prepard ADN de HVT a partir de células CEF infectadas con la cepa FC126 de HVT segun el método de Lee y col.
(J. Gen. Virol., 51: 245-253, 1980). Utilizando el ADN de HVT obtenido como plantilla, se realizo la PCR con dos pares
de cebadores. Cada cebador se disefié con la informacién de GenBank X68653.1. Un fragmento de ADN que tenia
un sitio Sfil entre dos ORF, US2 (HVT088) y SORF3 (HVT087), se preparé mediante PCR y se clon6 en pUC18.

El primer par fue la sec. n.° 11 (5-GGGAATTCGAAGAGCCCCCGCGGACGCATG-3") y la sec. n.° 125'-
CCGCTAGCGGCCGCAAGTTCCTTCACCATGACCAG-3")

El segundo par fue la sec. n.° 13 (5-GCGGCCGCTAGCGGCCTTATTGGCCGTAGCATAAAGACGCAGG-3') vy la sec.
n.° 14 (5-CCAAGCTTCTAGTACATATATATACATGAC-3")

El primer fragmento resultante se digirié con EcoRI y Nhel. El segundo fragmento resultante se digirié con Nhel y
Hindlll. Estos fragmentos escindidos se integraron en pUC18 escindido con EcoRI y Hindlll, resultando en el plasmido
pHVT 87-88.

Construccion de pHVT 86-87

Se prepard ADN de HVT a partir de células CEF infectadas con la cepa FC126 de HVT segun el método de Lee y col.
(J. Gen. Virol., 51: 245-253, 1980). Utilizando el ADN de HVT obtenido como plantilla, se realizo la PCR con dos pares
de cebadores. Cada cebador se disefié con la informacién de GenBank X68653.1. Un fragmento de ADN que tenia
un sitio Sfil entre dos ORF, US 10 (HVT086) y SORF3 (HVT087), se preparé mediante PCR y se clon6 en pUC18.

El primer par fue la sec. n.° 15 (5-GGGGGAATTCATTATCCCATCTAACAGTTATATACG-3) y la sec. n.° 16 (5'-
GCCGCTAGCGGCCGCCTTTATTAACAACCTTAC-3")

El segundo par fue la sec. n.° 17 (5'-GCGGCCGCTAGCGGCCTTATTGGCC GTTTATTCTATGTAAGAC-3') v la sec.
n.°c 18 (6-CCCAAGCTTAAGTTCCTTCACCATG-3")

El primer fragmento resultante se digirié con EcoRI y Nhel. El segundo fragmento resultante se digirié6 con Nhel y

Hindlll. Estos fragmentos escindidos se integraron en pUC18 escindido con EcoRI y Hindlll, resultando en el plasmido
pHVT 86-87.
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Construccion del vector de homologia
Promotor ie1 de Mcmv sintetizado quimicamente

El promotor ie1 de Mcmv (sec. n.° 19) se sintetiz6 a partir de la informacién de 4191-4731 pb en la genoteca L06816.1
comunicada por Koszinowski, U. H. El promotor ie1 de Mcmv sintetizado se disefi6 afiadiendo sitios Bgll-Pstl delante
de él y sitios Xbal-Notl al final.

SEC.N.°19:  GGCCAATAAG GCTGCAGTAC TGAGTCATTA GGGACTTTCC
AATGGGTTTT GCCCAGTACA TAAGGTCAAT AGGGGTGAAT CAACAGGAAA
GTCCCATTGG AGCCAAGTAC ACTGAGTCAA TAGGGACTTT CCATTGGOTT
TTGCCCAGTA CAAAAGGTCA ATAGGGGGTG AGTCAATGGG TTTTTCCCAT
TATTGGCACG TACATAAGGT CAATAGGGGT GAGTCATTGG GTTTTTCCAG
CCAATTTAAT TAAAACGCCA TGTACTTTCC CACCATTGAC GTCAATGGGC
TATTGAAACT AATGCAACGT GACCTTTAAA CGGTACTTTC CCATAGCTGA
TTAATGGGAA AGTACCGTTC TCGAGCCAAT ACACGTCAAT GGGAAGTGAA
AGGGCAGCCA AAACGTAACA CCGCCCCGGT TTTCCCCTGG AAATTCCATA
TTGGCACGCA TTCTATTGGC TGAGCTGCGT TCTACGTGGG TATAAGAGGC
GCGACCAGCG TCGGTACCGOGT CGCAGTCTTC GGTCTGACCA CCGTAGAACG
CAGAGCTCCT CGCTGCAGGC GGCCGCTCTA GA

Construccion de p44/45 Mcmv ie1 VP2 SPA

El p44-45d46Sfi escindido por Sfil se desfosforilé usando fosfatasa alcalina Shewanella sp. S1B1 recombinante (PAP)
(Funakoshi #DE110). El fragmento se ligd con p45/46BacVP2 escindido por Bgll, resultando en el plasmido, p44/45d46
BacVP2. El promotor ie1 de Mcmv sintetizado (Bgll/Xbal) se ligd con p44/45d46 BacVP2 escindido con EcoRV y Xbal,
y p44/45d46 Bac VP2 escindido con EcoRV y Bgll, resultando en p44/45d46 Mcmv ie1 VP2. La sefial poliA corta
sintetizada (SPA: sec. n.° 20: CTGCAGGCGGCCGCTCTAGAGTCGACAATAAAAGATCTTTATTCATTAGATC
(TGTGTGTTGTTTTTTGTGTGGCCAATAAGGCC) se integro en p44/45d46 Mcmv ie1 VP2 escindido con Sall y Sfil,
resultando en el plasmido de homologia, p44/45d46 Mcmv ie1 VP2 SPA.

Experimento 2: purificacion del HVT recombinante en CEF transfectados con cada vector de transferencia

El ADN viral de la cepa FC126 natural del HVT (wt-HVT) se prepar6 como se describe en Morgan y col. (Avian
Diseases, 34:345-351, 1990). Los ADN virales de FW029 (rHVT/45-46PecF) y FW023 (rHVT/45-46BacVP2) se
prepararon con un método similar. El primer patréon de rHVT doble fue que las células CEF se transfectaron con el
ADN wt-HVT y p45/46sv40VP2 PecF preparados (p. ej., FW137). El segundo patrén fue que las células CEF se
transfectaron con el ADN de FW029 y p44/45 Mcmv ie1 VP2 preparados (p. ej., FW141). El tercer patrén fue que las
células CEF se transfectaron con el ADN de FW023 y p44/45 Mcmv ie1 F preparados (p. €j., FW142). El cuarto patrén
fue que los CEF se transfectaron con el ADN de FW029 y pHVT87-88Bac VP preparados (p. €j., FW144). El quinto
patrén fue que los CEF se transfectaron con el FW023 y pHVT87-88Pec F preparados (p. €j., FW145). Estos virus
recombinantes resultantes se purificaron en placas mediante la tincién de placas con el anticuerpo anti-NDV-F y el
anticuerpo anti-IBDV-VP2.

En resumen, se suspendieron 107 células CEF primarias en 100 yl de MEF-1 (Lonza LNJVD-1004) y se
cotransfectaron con 1 ug del vector de homologia, por ejemplo, p44/45 Mcmv ie1 F y pHVT Bac VP2, y 2 ug de ADN
del HVT, por ejemplo, FC126, FW029 and FW023 mediante electroporacion. La electroporacién se realizé en
Nucleofector Il. Las células transfectadas se diluyeron en 20 ml de L-15 de Leibovitz (GIBCO BRL, n.° cat. 41300-39),
medio 5A de McCoy (GIBCO BRL, n.° cat. 21500-061) (1:1) y suero de ternera al 4 % (denominado solucién de medio
LM (+}), distribuidas en 100 pl por pocillo de una placa de 96 pocillos.

Se incubaron a 37 °C en CO2 al 5 % hasta que las placas se hicieron visibles, las células se despegaron de las placas
mediante tripsinizacion, se diluyeron en células CEF secundarias recién preparadas, se transfirieron por igual a dos
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placas de 96 pocillos y se incubaron durante 3 dias para visualizar las placas. A continuacion, una de las dos placas
se tifi6 con el anticuerpo monoclonal anti-VP2 R63 (ATCC #: HB-9490) como el anticuerpo primario. Después de
detectar el pocillo que contenia las placas recombinantes tefiidas, se recuperaron las células del pocillo
correspondiente de la otra placa, se diluyeron en células CEF secundarias nuevas y se transfirieron por igual a dos
placas de 96 pocillos para completar la primera ronda de purificacién. El procedimiento de purificaciéon se repitié hasta
que cada placa obtenida se tifié positivamente con el anticuerpo monoclonal R63. Después, el candidato rHVT doble
se tifié con el anticuerpo anti-NDV-F 3-1G/5 (Morrison, T. G., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 84: 1020-1024,
1987) o suero de conejo anti F. Finalmente, la expresién de las proteinas de todas las placas del rHVT candidato se
confirmé mediante tincién con IFA dual. Los CEF infectados por cada rHVT se fijaron con acetona-metanol (2:1) frio,
se lavaron con PBS y se hicieron reaccionar con una mezcla de anticuerpos (suero de conejo anti F #35 diluido a
1:1000 y AcM R63 murino anti-VP2) a 37 °C en 60 minutos. Después de lavarse 3 veces con PBS, se hizo reaccionar
las células con una mezcla de anticuerpos fluorescentes (Alexa Fluor 488 anticonejo diluido a 1:1000 y Alexa Fluor 546
anti-raton, proporcionados por Invitrogen) a 37 °C en 60 minutos. Después de lavar 3 veces con PBS, se observan
con un microscopio de fluorescencia con un aumento de 400 veces. La expresion de la proteina VP2 se detecto
mediante el AcM anti-VP2 (R63) y Alexa Fluor 546. La expresion de la proteina F se detecté mediante el suero de
conejo anti-F #35 y Alexa Fluor 488. Cuando todas las placas se expresaron tanto en F como en VP2, concluimos que
la purificacion se habia completado. La Figura 3 muestra algunos ejemplos de IFA dual. EI HVT recombinante
purificado se denominé rHVT/ND/IBD.

La Tabla 1 a continuacién muestra la expresién de las proteinas VP2 y F obtenidas de los diferentes rHVT/ND/IBD. La
cepa FW023 (HVT/45-46 Bac VP2) corresponde a un herpesvirus recombinante monovalente usado como control para
la expresion de VP2, y FW029 (HVT/45-46 PecF) corresponde a un herpesvirus recombinante monovalente usado
como control para la expresion de la proteina F.

Tabla 1. Expresién de los genes NDV-F e IBDV-VP2 insertados mediante rHVT/ND/IBD (deteccién de fluorescencia)

Anticuerpo primario

Virus Antisuero anti-F Anticuerpo monoclonal anti-VP2 (R63) de conejo PBS
FwW137 +d +d -
FW129 + + -
FW130 + + '
FW141 + + -
FW142 + + -
FW144 + + -
FW145 + + -
FW029 + - -
FwW023 - + -
FC126 - - -
Ninguno - - -
+: detectado, +d; detectado débilmente, -: no detectado

Experimento 3: coexpresion de dos proteinas en CEF infectadas con HVT recombinante doble

Se infectaron 2 ml que contenian 2x10° células CEF con HVT recombinantes y se incubaron a 37 °C en CO2al 5 %
durante 3 dias.

A continuacién, el cultivo se centrifugdé a 300 g durante 3 minutos y las células precipitadas se resuspendieron en
100 pl. Se afadidé tampén Laemmli (100 pl) a la suspensién celular. La mezcla resultante se hirvié después durante
5 minutos y 5 pl de la misma se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS al 10 %. Las proteinas
sometidas a electroforesis se transfirieron del SDS-GEL a una membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore), que se
bloqued en leche en polvo desnatada al 1 % p/v en PBS a temperatura ambiente durante una hora.

Para la deteccién de F (Figura 4A), la membrana tratada se hizo reaccionar después con el antisuero de conejo anti-

F #35 en una dilucién de 500 veces a temperatura ambiente durante una hora, se lavé tres veces con PBS y se incub6
durante una hora con el antisuero de cabra anticonejo biotinilado.
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Para la deteccién de VP2 (Figura 4B), la membrana tratada se hizo reaccionar después con el AcM R63 anti-VP2 en
una dilucién de 500 veces a temperatura ambiente durante una hora, se lavé tres veces con PBS y se incub6 durante
una hora con el antisuero de cabra anti-raton biotinilado.

Después de lavar tres veces con PBS, la membrana se incub6 durante una hora con un complejo de avidina-fosfatasa
alcalina, se lavé tres veces con PBS y una vez con TBS (solucion salina tamponada con Tris) y se hizo reaccionar con
BCIP-NBT (un sustrato de fosfatasa alcalina). Segun muestra la Figura 4A, se observé una banda proteica de
60 kilodaltons (kDa) solo en el carril con células infectadas por rHVT/ND/IBD, que era €l tamafio esperado de la

proteina F (~‘). No habia ninguna banda en el carril de rHVT/44-45BacVP2 (FW123).

La Figura 3B mostré que la proteina VP2 se observo a 38 kilodaltons (kDa) en los carriles de cada rHVT/ND/IBD (=).
Por el contrario, no habia ninguna banda en el carril de rHVT/PecF (FW029) (Figura 1B). La proteina VP2 madura es
la de 38 kDa (A. A. Azad y col., 1987, Virol. 161:145-152, K. J., Fahey y col., 1985 J. Gen. Virol. 66:1479-1488).

Los HVT recombinantes dobles segun la invencién expresaron tanto NDV-F como IBDV VP2.
Experimento 4: verificacion de la estructura genémica
Analisis por transferencia de Southern

El rtHVT/ND/IBD purificado se propag6 en células CEF de un matraz de 25 cm2 para obtener las placas confluentes.
Las células se recuperaron de las placas raspandolas, se transfirieron a tubos Falcon y se sometieron a centrifugaciéon
a 300 xg durante 5 minutos. Las células recolectadas se lavaron con PBS, se resuspendieron en 0,6 ml de PBS y
0,4 mlde tamp6n de lisis (TritonX-100 al 1,25 %, 2-ME 250 mMy EDTA 50 mM en PBS) y se lisaron mediante agitacion
vorticial durante 3 minutos. A continuacién, los productos de lisado se centrifugaron a 600 xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente y los sobrenadantes se transfirieron a tubos Falcon de 15 ml. Los virus se recogieron por
centrifugacién a 20 400 xg durante 20 minutos. Los sedimentos resultantes se suspendieron después en 0,33 ml de
una solucién de nucleasa (Tris-Cl 12,5 mM (pH 7,5), desoxirribonucleasa | 1 pg/ml y ribonucleasa A 1 pg/ml), se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos y se rompieron incubando a 55 °C durante 30 minutos con 83 pl de solucion de
SDS-proteasa (EDTA 50 mM, SDS al 5 %, proteasa K 0,5 mg/ml y 2-mercaptoetanol 28,5 mM). La mezcla obtenida
se tratd dos veces con fenol-cloroformo y se afiadié NaCl a la fase acuosa hasta la concentracion final de 0,2 M. El
ADN viral se precipité afiadiendo 2,5 volimenes de etanol helado, se lavo con etanol al 70 % y se someti6 a
centrifugacién a 20 400 xg durante 20 minutos a 4 °C. Después del secado al aire, los sedimentos se disolvieron en
tampon TE (Tris-Cl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM).

El ADN viral del tampdn TE se digirié con Xhol, Sphl y Smal y se someti6 a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %.
Los fragmentos de ADN sometidos a electroforesis en el gel Gnico se transfirieron simultaneamente a dos membranas
de nailon (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 edicién, 6.35, Sambrook, J., and Russell, D.W. Cold Spring
Harbor Laboratory). Después de fijar el ADN mediante horneado, el ADN inmovilizado se hibridé con una sonda
marcada con DIG, “sonda VP2 o “sonda 1S44/45”, que se prepard con el kit de sintesis de sondas PCR DIG (ROCHE
DIAGNOSTICS, n.° cat. 1636090). Ademas, el ADN viral del tamp6n TE se digirié con Xhol y Sphl y se hibridé con la
sonda marcada con DIG, “sonda F”, “sonda 1S45/46” mediante el mismo procedimiento mencionado anteriormente.
La sonda VP2 se prepar6 con VP2 STC-F (Id. de sec. n.° 21} y VP2 STC-R (Id. de sec. n.° 22) como cebadores y
p45/46bacVP2-STC como plantilla. La sonda F se preparo6 con F-F (Id. de sec. n.° 23) y F-R (Id. de sec. n.° 24) como
cebadores y p45/46PecF como plantilla. La sonda 1S45/46 se prepar6 con 45/46-F (Id. de sec. n.° 25) y 45/46-R (Id.
de sec. n.° 26) como cebadores y pNZ45/46Sfi como plantilla. La sonda 1S44/45 se prepard con 44/45-F (Id. de sec.
n.° 27) y 44/45-R (Id. de sec. n.° 28) como cebadores y pNZ44/45d46Sfi como plantilla.

VP2 STC-F (Id. de sec. n.° 21) 5'-CACCGTCCTCAGCTTACCCACATC-3'
VP2 STC-R (Id. de sec. n.° 22) 5'-ACGACGGATCCTGTTGCCACTCT-3'
NDV-F-F (Id. de sec. n.° 23) 5'-CTAGCAGTGGCAGTTGGGAAGAT-3'
NDV-F-R (Id. de sec. n.° 24) 5'-GTTAAGGCAGGGGAAGTGATTTGT-3'
45/46-F (Id. de sec. n.° 25) 5'-GGGGAAGTCTTCCGGTTAAGGGAC-3'
45/46-R (Id. de sec. n.° 26) 5'-GGTGCAATTCGTAAGACCGATGGG-3'
44/45-F (Id. de sec. n.° 27) 5'-GTACTATAGAATGTGTTCC-3'

44/45-R (Id. de sec. n.° 28) 5'-GTATCCAACGCCTCAAGATC-3'

Los resultados de la transferencia de Southern mostraron (Figuras 5A-5D) que un fragmento de 2077 pb se hibridé
con la sonda VP2 en el ADN de FW129. Por el contrario, no se detecté ninguna banda en p45/46Pec F.

Ademas, el fragmento de 2744 pb se hibridé con la sonda F en el ADN de cada HVT recombinante doble. No se
detect6 ninguna banda en el p45/46 Sfil. Fragmentos de 2077 pb y 1228 pb con la sonda [S44/45 en el ADN de FW129.
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Fragmento de 1350 pb con la sonda 1S44/45 en p45/46 PecF, no se inserté ningln gen en el sitio 1S44/45. Fragmentos
de 2744 pb y 770 pb de la sonda 1S45/46 en el ADN de cada HVT recombinante doble. La Figura 5A-5D indico que
los HVT/ND/IBD recombinantes dobles obtenidos tienen la estructura genémica esperada.

Experimento 5: estabilidad de los HVT recombinantes en el subcultivo
Analisis por inmunoelectrotransferencia

Se subcultivaron en serie HVT recombinantes dobles (hasta 15 veces) en fibroblastos de embriones de pollo (CEF).
Después, se aplicaron los lisados celulares al analisis por inmunoelectrotransferencia. En un primer panel (Figura 6A),
se hizo reaccionar la transferencia con un suero de conejo anti-F (#35). En un segundo panel (Figura 6B), se hizo
reaccionar la transferencia con un AcM anti-VP2 (R63). Simulacro: CEF M no infectado: Patrones Precision Plus
Protein de Bio-Rad #161-0374

Después de 15 subcultivos, F y VP2 se expresaron de manera estable en CEF infectados con HVT recombinante
doble. Sin embargo, FW137 no expres6 ninguna sefial de los antigenos F y VP2 después de 15 subcultivos, lo que
indica que el HVT recombinante que tiene dos genes en el sitio Unico es inestable.

Andlisis por transferencia de Southern

M: Marcador molecular lambda digerido con Hindlll
TP-24: plasmido de transferencia p44-45d46SV40VP2
TP-25: plasmido de transferencia p44-45d46RsvVP2

Cada rHVT/ND/IBD se subcultivé quince veces en células CEF y se someti6 a un analisis por transferencia de Southern
como se describe en el Experimento 4. Los resultados fueron los mismos que los obtenidos en el Experimento 4, lo
que indica que el virus recombinante era estable aun después de 15 subcultivos. Los resultados de la transferencia
de Southern mostraron en la Figura 7A que un fragmento de 2077 pb se hibridé con la sonda VP2 en el ADN de
FW129. El fragmento de 2334 pb se hibrido con la sonda VP2 en el ADN de FW130. Por el contrario, no se detecto
ninguna banda en p45/46Pec F.

La Figura 7C muestra que un fragmento de 2744 pb se hibridd con la sonda F en el ADN de cada HVT recombinante
doble. No se detect6 ninguna banda en el p45/46 Sfil.

La Figura 7B muestra que los fragmentos de 2077 pb y 1228 pb se hibridaron con la sonda 1S44/45 en el ADN de
FW129, y los fragmentos de 2334 pb y 1022 pb se hibridaron con la sonda 1S44/45 en el ADN de FW130. El fragmento
de 1350 pb se hibridé con la sonda 1S44/45 en p45/46 PecF, que no contenia ningln gen en el sitio 1S44/45.

La Figura 7D muestra que los fragmentos de 2744 pb y 770 pb se hibridaron con la sonda 1S45/46 en el ADN de cada
HVT recombinante doble.

La transferencia de Southern con la sonda 44/45 y la sonda 45/46 mostré que el gen VP2 o el gen F se mantenian
estables en el sitio de insercion 44/45 o 45/46, respectivamente, en FW129 y FW130.

Experimento 6: titulo de ELISA anti-NDV e IBDV en pollos inoculados con HVT recombinantes dobles

Se inocularon 3000 UFP/200 pL/ave de cada rHVT/ND/IBD por via subcutanea en el lomo de diez pollos SPF de un
dia de edad (LineM, Japan Biological Laboratories) utilizando una jeringa de calibre 20. A partir de las tres semanas
posteriores a la vacunacion, se recogi6 el suero de las aves vacunadas. El titulo de anticuerpos anti-NDV se midi6
mediante un kit de ELISA comercial (IDEXX, kit de ELISA para diagnosticar la enfermedad de Newcastle). El anticuerpo
anti-IBDV se valoré mediante un kit de ELISA comercial, kits de prueba de anticuerpos contra la bursitis infecciosa
para comprobacion de bandadas (IDEXX Laboratory, Inc.). A los pollos del grupo de control negativo (no inmunes) no
se les administré ninguna vacuna.

La Figura 8A muestra el cambio del titulo de anti-NDV. La Figura 8B muestra el cambio del titulo de anti-IBDV. EI HVT
recombinante doble que usé dos sitios indujo de manera estable ambos titulos de anti-NDV y anti-IBDV.

Experimento 7: eficacia de rHVT/ND/IBD en pollos SPF contra NDV

La eficacia de rHVT/ND/IBD (FW130, FW135, FW137, FW129) como vacuna contra la ND se evalué utilizando el
ensayo de eficacia como vacuna contra la enfermedad de Newcastle.

Se inocularon 3.000 UFP/200 pL/ave de cada rHVT/ND por via subcutanea en el lomo de diez pollos SPF de un dia
de edad (LineM, Japan Biological Laboratories) utilizando una jeringa de calibre 20. A partir de las tres semanas
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posteriores a la vacunacioén, se recogio el suero de las aves vacunadas y se midio el titulo de anticuerpos anti-NDV
mediante un kit de ELISA comercial (IDEXX, kit de ELISA para diagnosticar la enfermedad de Newcastle).

Los pollos del grupo de control positivo se vacunaron a los 14 dias de edad con una vacuna con microbios vivos
comercial contra el NDV segun las recomendaciones del vendedor. A los pollos del grupo de control negativo no se
les administré ninguna vacuna.

A los 43 dias de edad (42 dias después de la vacunacioén), los pollos de los siete grupos fueron expuestos a
103EID50 de NDV-TexasGB, la cepa de exposicidén estandar en los Estados Unidos, por via intramuscular en la regién
femoral. Los pollos expuestos se observaron diariamente para comprobar la mortalidad y detectar cualquier sintoma
de la enfermedad de Newcastle.

Tabla 2. Experimentos de exposicién con pollos SPF vacunados con rHVT/ND/IBD con NDV virulento

Vacunacion Dosis N.°de [N.°de Titulo HI (ELISA) |Titulo de ELISA en la
(UFP/pollos)|pollos ?ol’/r:)tomas/total en la eclosién prueba de exposicién
FW130 3000/10 0/10 (0) 0 0,649
FW135 3600/10 2/10(20) 0,085
FW137 3600/10 3/10(30) 0,050
FW129 3000/10 0/10(0) 0,233
FW029 4000/10 0/10(0) 0,544
Vacuna con microbios En la 10 0/10 (0) 1,089
vivos NDV comercial etiqueta
Controles con exposiciéon N 10|11/12(92) 0,089
Controles sin exposicién N 10]0/5 (0) N

Como se muestra en la Tabla 2, los pollos vacunados con rHVT/ND/IBD de la invencién no mostraron ningin signo
clinico y el titulo de ELISA el dia de la prueba de exposicion fue significativamente elevado. Como era de esperar, los
dos pollos vacunados con FW137 (en donde se insertan dos secuencias de nucleétidos recombinantes en el mismo
sitio de insercion) o FW135 (en donde el promotor de Bac se inserta entre UL44 y UL45) muestran signos clinicos v el
titulo del ELISA fue débil.

Experimento 8: eficacia de rHVT/ND/IBD en pollos SPF contra IBDV

La eficacia de FW129 y FW141 (HVT/45-46 PecF/44-45 Mcmv ie1 VP2) como vacuna contra la IBD se evalué
exponiendo la STC de IBDV.

En primer lugar, se inocularon 2000 UFP de rHVT/ND/IBD en huevos de gallina embrionados SPF el dia 18 o por via
subcutanea en el lomo de pollos SPF de un dia de edad. A las tres semanas de edad, los pollos vacunados fueron
expuestos por via oral a 103.5EID50/ave de STC de IBDV. Una semana después, se pesaron todos los pollos y se les
hizo una necropsia para recuperar la bolsa de Fabricio, que se observé para detectar cualquier lesién causada por la
bursitis infecciosa.

La proteccion se evalué mediante dos criterios que son los siguientes. (1) La relacién de peso de la bolsa y el cuerpo
(indice B/B) no fue estadisticamente diferente de la de los pollos no vacunados ni expuestos. (2) No se detectd ninguna
malformacién de la bolsa de Fabricio, tal como edematizacién, hemorragia, exudado amarillento, decoloracién, atrofia
o exudado gelatinoso. Los resultados se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Experimentos de exposicién con pollos SPF vacunados con rHVT/ND/IBD con IBDV virulento

Vacunacion N.° protegidos/total
Vacuna Via (%)

FwW129 SC 7/8 (88 %)

FW141 SC 8/8 (100 %)
FwW023 SC 8/8 (100 %)
FW129 En el huevo 8/10 (80 %)
FW141 En el huevo 9/10 (90 %)
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FW023 En el huevo 9/10 (90 %)
Ninguna N 0/4 (0 %)
Ninguna N 5/5 (100 %)

Mas del 80 % de todos los pollos vacunados estaban protegidos contra la exposicién a la cepa STC de IBDV, lo que
indica que rHVT/ND/IBD puede inducir una inmunidad protectora en los pollos contra el IBDV virulento.

Experimento 9: ensayo de exposicion a IBDV a las 8 semanas en pollos con MDA+

Grupos:

G1: NVNE (no vacunado ni expuesto)

G2: ENV (expuesto no vacunado)

G3: FW141

G4: FW144

G5: FW023 (control positivo)

Pollos

Aves MDA+ (ponedoras), de 16 a 17 aves/grupo en cada grupo.

Se inocularon tres mil UFP de vacunas por via subcutédnea en el lomo de 16 a 17 pollos MDA+ de un dia de edad. A
las 8 semanas de edad, los pollos vacunados fueron expuestos por via oral a 103 TCID50/ave de STC de IBDV. Una
semana después, se pesaron todos los pollos y se les hizo una necropsia para recuperar la bolsa de Fabricio, que se
observo para detectar cualquier lesion causada por la bursitis infecciosa.

La proteccion se evalué mediante los dos criterios siguientes: (1) La relacién de peso de la bolsa y el cuerpo (indice

B/B); (2) No se detectd ninguna malformacién de la bolsa de Fabricio, tal como edematizacién, hemorragia, exudado
amarillento, decoloracion, atrofia o exudado gelatinoso. Los resultados se resumen en la siguiente Tabla.

N indice B/B Muerte Lesion % de proteccion
NVNE 16 1,00 0 0/16 -
ENV 16 0,44 1 16/16 0
FW141 16 0,94 0 2/16 88
FW144 16 0,93 1 5/16 69
FW023 17 0,98 0 317 82

Estos resultados muestran que la vacuna multivalente de la invencién causa una proteccion eficaz in vivo contra el
IBDV.

Experimento 10: ensayo de exposicion a NDV a las 8 semanas en pollos con MDA+
Grupo

G1: control con exposicién

G2: FW141

G3: FW144

G4: FW145

G5: FW029 (control positivo)

Pollos

Aves MDA+ (ponedoras), 17 aves/grupo en cada grupo.
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Se inocularon tres mil UFP de vacunas por via subcutanea en el lomo de 17 pollos MDA+ de un dia de edad. A las 8
semanas de edad, los pollos vacunados fueron expuestos a 103 EID50 de NDV-TexasGB, la cepa de exposicién
estandar en los Estados Unidos, por via intramuscular en la regién femoral. Los pollos expuestos se observaron
diariamente para comprobar la mortalidad y detectar cualquier sintoma de la enfermedad de Newcastle. Los resultados
se presentan a continuacién.

% de proteccion contra el sintoma de muerte en aves expuestas e inmunizadas
Control con exposicién 17 13 13 0 0,0
FW141 17 15 1 0 93,3
FwW144 17 15 3 1 73,3
FW145 17 13 0 0 100,0
FW029 17 16 3 0 81,3
* algunos sintomas del NDV sin muerte

Estos resultados muestran que la vacuna multivalente de la invencién causa una proteccion eficaz in vivo contra el
NDV y IBDV. La proteccion es potente y estable.
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ctgggaggceg ccgocgcacc

ggaaggaaat gggoeggggag

tccagecteg gggetgtecg

ggtteggett

gooeee
<210> 2
<211> 557

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ctggegtgtg

<223> Promotor Pec

<400> 2
tgcagagtta
tccgegttac
attgacgtca
tcaatgggtg
ccaagtacge
tggaggcggy
ggcgaggcegg
tatggcgagg
cgctgegege
getetgacty
<210> 3
<211> 541

<212> ADN

ttaatagtaa
ataacttacg
ataatgacgt
gagtayttac
coectattga
gg9gg9gggggc
agaggtgcgg
cggeggceggce
tgccettegoo

accgegt

<213> Artificial

<220>
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ccetectageg ggegegggge gaageggtgce ggcecgccocggcea

ggecctteogtg cgtogeegeg ceogecgtece cttetecate

cagggggacg getgectteg ggggggacgg ggcagggegg

accggegggg tttatatett ccettetetg ttcoctecegea

tcaattacgg
gtaaatggcc
atgytcccat
ggtaaactge
cgtcaatgac
gcgegecagyg
cggcagccaa
ggeggeecta

cagtgooceyg

<223> Promotor ie1 de Mcmv

<400> 3

ggtcattagt
cgeocggetga
agtaacgcca
ccattggcag
ggtaaatgga
cggggcgggyg
tcagagcgge
taaaaagcga

ctocgeoegee

tcatagccca
cocgoccaacy
atagggactt
tacatcaagt
tgoagtattt
cggggcgagy
gegetcegaa
agogogegge

goctaegegoe
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tactgagtca
aatcaacagg
gttttgcecca
acgtacataa
ccatgtactt

aaacggtact

aatgggaagt
atattggcac
gecgteggtac
g

<210> 4
<211> 589

<212> ADN

ttagggactt
aaagtcccat
gtacaaaagg
ggtcaatagg
tcccaccatt

ttcccatage

gaaagggcag

gcattctatt

cgtegeagte

<213> Artificial

<220>

<223> Promotor de Hcmv

<400> 4
gagttattaa
cgttacataa
acgtcaataa
tgggtggagt
gtacgcceoce
tgaccttatg
tggtgatgeg
ttecaagtet
actttccaaa
ggtgggaggt
<210> 5
<211> 646

<212> ADN

tagtaatcaa
cttacggtaa
tgacgtatgt
atttacggta
tattgacgte
ggacttteet
gttttggcag
ccaccccatt
atgtcgtaac

ctatataagce

<213> Artificial

<220>

<223> Promotor de SV40

<400> 5

tccaatgggt
tggagccaag
tcaatagggg
ggtgagtcat
gacgtcaatg

tgattaatgg

ccaaaacgta
ggctgagetyg

tteggtetga

ttacggggtc
atggcceogee
tceccatagta
aactgcccat
aatgacggta
acttggcagt
tacatcaatg
gacgtcaatyg
aactccgcce

agagetggtt
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tttgececcagt
tacactgagt
gtgagtcaat
tgggttttte
ggctattgaa

gaaagtaccg

acaccgcccece
cgttectacgt

ccaccgtaga

attagttcat
ggctgaccge
acgeccaatag
tggcagtaca
aatggegege
acatctacgt
ggcgtggata
ggagttitgtt
cattgacgca

tagtgaaccyg

acataaggtc
caatagggac
gggtttttce
cagccaattt
actaatgcaa

ttetegageco

ggttttecece
gggtataaga

acgcagagct

agcccatata
ccaacgacee
ggacttteca
tcaagtgtat
ctggecattat
attagtcatc
geggtttgac
ttggcaccaa

aatgggcggt

tcagatcet
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gcgcagcacc
gcggaaagaa
cagcaggcag
ccccaggcete
tagtcecegee
cgoecccatgyg
ctatteecaga

tettetgaca

gtaagtatca
cagagaagac
ttteteteca
<210> 6
<211> 534

<212> ADN

atggcctgaa
ccagctgtgg
aagtatgcaa
cccagoaggce
cctaacteeg
ctgactaatt
agtagtgagg

caacagtete

aggttacaag
tottgegttt

caggtgtceca

<213> Artificial

<220>

<223> promotor de VRS

<400> 6

tgcatctgcet
ctacaacaag
ttgcgetget
ttaggcgaaa
ttcgettttg
catggtaacg

attggtggaa

atggattgga
tcgatacaat
<210>7
<211> 25

<212> ADN

ccctgettgt
gcaaggettg
tcgegatgta
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atgagttagc
gtaaggtggt
cgaaccactg

aaacgccatt

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 7
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agaagtatge
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accgacaatt
cgggecagat
cggttgtacyg
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aacatgectt
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aataccgeat

tgaccattca
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aaagaggaac
agttagggtg
tcaattagte
aaagcatgca
ccctaactee
atgcagagge
ggaggcctag

cgcagaagtt

ggagaccaat
cctattggte

attacagcte

tegectgagta
gcatgaagaa
atacgecgtat
cggttaggag
gtcttatgca
acaaggagag
cttattagga
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ttggttaggt
tggaaagtcc
agcaaccagg
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gocccagttec
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gocttttgeoaa

ggtegtgagyg

agaaactggg
ttactgacat

ttaagg

gtgcgegage
tetgettagg
ctgaggggac
toccactcagg
atactcttgt
aaaaagcace
aggcaacaga
attgtattta

gtgcacctgg
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accttctgag
ccaggctccc
tgtggaaagt
tcagcaacca
gcceattete
ggcctetgag
aaagcttgat

cactgggcag

cttgtcgaga

ccactttgec
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tagggtgtgt
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cccecgaatte atggaagaaa tttee 25
<210> 8

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 8
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<212> ADN
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<400> 9
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<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 12
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<400> 13

gcggecgcta geggecttat tggecgtage ataaagacge agg 43
<210> 14

<211> 30
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<400> 14
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<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 16
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<212> ADN
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<211 572
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<223> Promotor ie1 de Mcmv
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<400> 20
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caaaaggtca
caataggggt
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<210> 21
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<212> ADN
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<220>

<223> VP2 STC-F
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acgacggatc ctgttgccac tet
<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> NDV-F-F

<400> 23

ctagcagtgg cagttgggaa gat
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> NDV-F-R

<400> 24

gttaaggcag gggaagtgat ttgt
<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 45/46-F

<400> 25
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<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 45/46-R

<400> 26

ggtgcaattc gtaagaccga tggg
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<210> 27

<211> 19

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> 44/45-F
<400> 27
gtactataga atgtgttcc
<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
<220><223> 44/45-R
<400> 28

gtatccaacg cctcaagatc
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REIVINDICACIONES

Un herpesvirus aviar recombinante, que comprende al menos dos secuencias de nucleétidos recombinantes,
cada secuencia de nucleétidos recombinante codificando un péptido antigénico distinto de un agente
patdgeno aviar, en donde cada una de dichas al menos dos secuencias de nucleétidos recombinantes se
inserta en una regién no codificante distinta del genoma viral elegida entre la regién ubicada entre UL44 y
UL45, la region ubicada entre UL45 y UL46, la region ubicada entre US10 y SORF3, y |a regién ubicada entre
SORF3 y USF3 2, en donde una primera secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un primer
péptido antigénico se inserta en la regién no codificante ubicada entre UL45 y UL46, y una segunda secuencia
de nucleétidos recombinante que codifica un segundo péptido antigénico se inserta en la region no codificante
ubicada entre UL44 y UL45, o entre US10 y SORF3, o entre SORF3 y US2.

El herpesvirus aviar recombinante de la reivindicacion 1, en donde los péptidos antigénicos de los agentes
patdogenos aviares son proteinas de superficie, proteinas secretadas o proteinas estructurales de dichos
agentes patégenos, o fragmentos antigénicos de los mismos.

El herpesvirus aviar recombinante de la reivindicacién 1, en donde las secuencias de nucleétidos
recombinantes codifican péptidos antigénicos elegidos entre un péptido antigénico del paramixovirus aviar de
tipo 1, preferiblemente la proteina F del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) o un fragmento antigénico
de la misma, un péptido antigénico del virus de la enfermedad de Gumboro, preferiblemente la proteina VP2
del virus de la bursitis infecciosa (IBDV) o un fragmento antigénico de la misma, un péptido antigénico del
virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), preferiblemente la proteina gB o un fragmento antigénico de la
misma, un péptido antigénico de Mycoplasma galisepticum, preferiblemente la proteina 40K o un fragmento
antigénico de la misma, y un péptido antigénico del virus de la gripe aviar, preferencialmente una proteina de
superficie hemaglutinina (HA) o un fragmento antigénico de la misma.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde cada
secuencia de nucleétidos recombinante esta bajo el control de un promotor distinto.

El herpesvirus aviar recombinante de la reivindicacion 4, en donde los promotores que controlan las
secuencias de nucleodtidos recombinantes se eligen entre el promotor de la beta-actina (Bac) de pollo, el
promotor Pec, el promotor inmediatamente temprano (ie)1 del citomegalovirus murino (Mcmv), el promotor
del citomegalovirus humano (Hcmv), el promotor del virus simico (SV)40 y el promotor del virus del sarcoma
de Rous (VRS), o cualquier fragmento de los mismos que retenga una actividad promotora.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende
insertar entre UL45 y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un primer péptido
antigénico bajo el control del promotor Pec, e insertar entre UL44 y UL45 una secuencia de nucledtidos
recombinante que codifica un segundo péptido antigénico, preferencialmente bajo el control del promotor de
VRS 0 SV40 o ie1 de Mcmv.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende insertar
entre UL45 y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un primer péptido antigénico e,
insertada entre SORF3 y US2, una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica un segundo péptido
antigénico.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende insertar
entre UL45 y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de IBDV, o un
fragmento antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor de Bac, e insertar entre
UL44 y UL45 una secuencia de nucleotidos recombinante que codifica la proteina F de NDV o un fragmento
antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor ie1 de Mcmv.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende en el sitio
de insercion entre UL45 y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de
IBDV o un fragmento antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor de Bac y en el
sitio de insercion entre SORF3 y US2 una secuencia de nucledtidos recombinante que codifica la proteina F
de NDV, o un fragmento antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor Pec.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende en el sitio
de insercion entre UL45 y UL46 una secuencia de nucleétidos recombinante que codifica la proteina VP2 de
IBDV o un fragmento antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor de Bac y en el
sitio de insercion entre SORF3 y US2 una secuencia de nucledtidos recombinante que codifica la proteina F
de NDV, o un fragmento antigénico de la misma, preferencialmente bajo el control del promotor ie1 de Mcmv.

El herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es un herpesvirus
recombinante de pavo (rHVT)
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Una vacuna multivalente que comprende una cantidad inmunizante eficaz del herpesvirus aviar recombinante
de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

Un herpesvirus aviar recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, para su uso para
inmunizar un ave, tal como aves de corral, contra un agente patdégeno.

Una vacuna multivalente de la reivindicacion 12 para su uso en un método para vacunar a un ave
simultaneamente contra al menos dos agentes patégenos.

Un kit de vacunacion para inmunizar especies aviares que comprende los siguientes componentes:

a. una cantidad eficaz de la vacuna de la reivindicacion 12, y
b. un medio para administrar dichos componentes a dicha especie.
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