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ES 2 321 210 T3

DESCRIPCIÓN

Vacuna que comprende un pestivirus atenuado.

Antecedentes de la invención

Campo técnico

La presente invención se refiere al sector de la salud animal y, en particular, a pestivirus atenuados, tal como virus
de la diarrea viral bovina (VDVB).

Información de antecedentes

Los pestivirus son agentes causantes de enfermedades económicamente importantes de animales en muchos países
del mundo. Aislados de virus actualmente conocidos se han agrupado en cuatro especies diferentes que juntas forman
un género dentro de la familia Flaviviridae.

I/II El virus de la diarrea viral bovina (VDVB) tipo 1 (VDVB-1) y tipo 2 (VDVB-2) causan la diarrea viral bovina
(DVB) y enfermedad de la mucosa (EM) en ganado vacuno (Baker, 1987; Moennig y Plagemann, 1992; Thiel et al.,
1996). La división de VDVB en 2 especies se basa en diferencias significativas al nivel de secuencias genómicas
(resumidas en Heinz et al., 2000) que también son obvias a partir de reacciones de anticuerpos neutralizantes cruzadas
limitadas (Ridpath et al. 1994).

III El virus de la fiebre porcina clásica (VFPC), antiguamente denominado virus del cólera porcino, es el respon-
sable de la fiebre porcina clásica (FPC) o cólera porcina (CP) (Moennig y Plagemann, 1992; Thiel et al., 1996).

IV El virus de la enfermedad de la frontera (VEF) se encuentra, típicamente, en ovejas y provoca la enfermedad de
la frontera (EF). Tras la infección intrauterina de corderos con VEF, pueden nacer corderos persistentemente infectados
que son débiles y que muestran distintas deformidades entre las que el síndrome de la “coctelera melenuda” es el mejor
conocido (Moennig y Plagemann, 1992; Thiel et al., 1996).

Los pestivirus son pequeños virus con cubierta con un genoma de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva que
carecen de secuencias tanto 5’ cap como 3’ poli(A). El genoma viral codifica una poliproteína de aproximadamente
4000 aminoácidos que da lugar a productos de escisión final mediante tratamiento co- y post-traducción que implican
proteasas celulares y virales. Las proteínas virales están dispuestas en la poliproteína en el orden NH2-Npro-C-Ems-E1-
E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-000H (Lindenbach y Rice, 2001). La proteína C (= proteína del núcleo
o de la cápsida) y las glicoproteínas Ems, E1 y E2 representan componentes estructurales del virión del pestivirus,
según se demuestra para el VFPC (Thiel et al., 1991). Esto también es cierto para el VDVB. Se encontró que E2, y en
menor medida Ems, eran dianas para la neutralización de anticuerpos (Donis et al., 1988; Paton et al., 1992. van Rijn
et al., 1993; Weiland et al., 1990,1992). Ems carece de un anclaje de la membrana típico y se secreta en cantidades
considerables a partir de las células infectadas; se ha informado que esta proteína exhibe una actividad de RNasa
(Hulst et al., 1994; Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996). La función de esta actividad enzimática para el
ciclo de vida viral es desconocida en la actualidad. La actividad enzimática depende de la presencia de dos tramos de
aminoácidos conservados entre el pestivirus Ems y diferentes RNasas conocidas de origen vegetal y fúngico. Estas dos
secuencias conservadas contienen un residuo histidina (Schneider et al., 1993). El intercambio de cada uno de estos
residuos por lisina en la proteína Ems de una cepa de vacuna contra el VFPC resultó en la destrucción de la actividad
de RNasa (Hulst et al., 1998). La introducción de estas mutaciones en el genoma de la cepa de vacuna contra el VFPC
no influía sobre la viabilidad viral ni sobre las propiedades de crecimiento, pero condujo a un virus que exhibe un
fenotipo citopatógeno (Hulst et al., 1998). De manera similar, Meyers et al. demostró que una variante RNasa negativa
de la cepa virulenta Alfort/Tübingen del VFPC era totalmente viable. Sin embargo, el respectivo mutante del virus no
mostró un fenotipo citopatógeno (Meyers et al., 1999).

Npro representa la primera proteína codificada por el largo marco de lectura abierto en el ARN del pestivirus.
Npro representa una proteína no estructural que tiene una actividad de proteasa y que se escinde por sí misma de la
poliproteína naciente (Stark et al., 1993; Wiskerchen et al., 1991), presumiblemente ya durante la traducción. Npro es
una cisteína proteasa (Rümenapf et al., 1998), que no es esencial para la replicación del virus (Tratschin et al., 1998).
Recientemente, se ha demostrado que Npro interfiere de algún modo con la defensa celular antiviral, de modo que se
puede sacar la hipótesis de modular el sistema inmune dentro de un huésped infectado (Rüggli et al., 2003). Mayer
y colaboradores presentaron indicios de una atenuación del VFPC como consecuencia de una deleción del gen Npro

(Mayer et al., 2004).

Las presentes vacunas contra el VDVB para la prevención y el tratamiento de infecciones por VDVB siguen
teniendo inconvenientes (Oirschot et al. 1999). Vacunas contra el VDVB-1 proporcionan sólo una protección parcial
frente a una infección por VDVB-2, y las madres vacunadas pueden producir terneros que están persistentemente
infectados con VDVB-2 virulento (Bolin et al., 1991, Ridpath et al., 1994). Este problema se debe probablemente a
la gran diversidad antigénica entre cepas de tipo 1 y tipo 2 que es lo más marcada en la glicoproteína E2, el antígeno
principal para la neutralización del virus (Tijssen et al., 1996). La mayoría de los anticuerpos monoclonales contra
cepas del tipo 1 no pueden unirse a virus del tipo 2 (Ridpath et al., 1994).
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Las vacunas que comprenden virus atenuados o muertos o proteínas virales expresadas en sistemas de expresión
heterólogos han sido generadas para el VFPC y el VDVB y actualmente se utilizan. Las vacunas muertas (virus entero
inactivado) o vacunas subunidad (proteínas virales convencionalmente purificadas o heterólogamente expresadas) son,
con mucha frecuencia, inferiores a las vacunas vivas en su eficacia para producir una respuesta inmunitaria totalmente
protectora, incluso en presencia de adyuvantes.

No se conoce la base estructural de la atenuación de VDVB, utilizados como vacunas vivas. Estas vacunas, a pesar
de estar atenuadas, están, con mucha frecuencia, asociadas a problemas de seguridad. Los virus vacunales pueden
atravesar la placenta de animales preñados, p. ej. vacas, y pueden conducir a manifestaciones clínicas en el feto y/o
a la inducción de terneros persistentemente infestados. Por lo tanto, no pueden aplicarse a rebaños de crianza que
contengan vacas preñadas. Las vacas preñadas tienen que mantenerse alejadas del ganado vacunado para proteger a
los fetos y no deben ser vacunadas ellas mismas. Además, revertantes de VDVB vivos atenuados suponen una seria
amenaza a los animales. Para virus atenuados, convencionalmente derivados, en los que la atenuación se consigue
mediante un paso múltiple convencional, el origen molecular, así como la estabilidad genética de la atenuación siguen
siendo desconocidos, y es impredecible la reversión al tipo salvaje virulento.

Dada la importancia de una profilaxis y un tratamiento eficaces y seguros, así como detectables, de infecciones
por pestivirus, existe una fuerte necesidad de pestivirus atenuados mejorados, tales como VDVB, con un elevado
potencial de inducción de la inmunidad, así como una base definida de la atenuación, que también puede distinguirse
de pestivirus patógenos, tal como el VDBVB, así como composiciones y vacunas que comprenden dichos pestivirus
atenuados, tal como el VDVB.

Por lo tanto, el problema técnico en el que se basa la presente invención consiste en proporcionar pestivirus ate-
nuados mejorados, preferiblemente un VDVB atenuado, para uso como vacunas atenuadas vivas. Pestivirus atenuados
mejorados de este tipo, preferiblemente VDVB, deberían especialmente (i) no atravesar la placenta por sí mismos y
(ii) deberían inducir una inmunidad que evite la transmisión viral a través de la placenta y, con ello, prevenga proble-
mas de preñez, tal como el aborto del feto o el nacimiento de terneros persistentemente infestados en el caso de una
infección por VDVB.

Breve descripción de los dibujos

Fig. 1 Neutralización del suero contra NY93/C (VDVB tipo II)

Fig. 2 Ensayo de neutralización del suero contra KE9 (VDVB tipo II)

Fig. 3 Ensayo de neutralización del suero contra NY93/C (VDVB tipo II)

Todas las subsiguientes secuencias muestran las regiones suprimidas indicadas con guiones (-), que también están
numerados, mientras que las secuencias en el listado de secuencias anejo a esta memoria están numeradas de forma
continua sin las regiones suprimidas ni los codones de aminoácidos.

SEC ID NO:1 secuencia de ADNc de XIKE-A

SEC ID NO:2 secuencia de ADNc de XIKE-A-NdN

SEC ID NO:3 secuencia de ADNc de XIKE-B

SEC ID NO:4 ADNc de XIKE-B-NdN

SEQ ID NO:5 secuencia de aminoácidos de XIKE-A

SEC ID NO:6 secuencia de aminoácidos de XIKE-A-NdN

SEC ID NO:7 secuencia de aminoácidos de XIKE-B

SEQ ID NO:8 secuencia de aminoácidos de XIKE-B-NdN

SEQ ID NO:9 secuencia de aminoácidos de XIKE-C-NdN

SEQ ID NO:10 secuencia de ADNc de XIKE-C-NdN

SEQ ID NO:11 secuencia de ADNc de XIKE-C

SEQ ID NO:12 secuencia de aminoácidos de XIKE-C
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Breve sumario de la invención

La presente invención se refiere a pestivirus atenuados, preferiblemente a VDVB atenuados, en donde al menos una
mutación se encuentra en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y al menos otra mutación se encuentra en la
secuencia codificadora de Npro, que preferiblemente conduce a una inactivación combinada de la actividad de RNasa
que reside en la glicoproteína Ems, además de la inactivación de la actividad inmunomoduladora (en hipótesis) que
reside en Npro. La invención también se refiere a métodos para atenuar pestivirus, de manera que la atenuación resulta
en un pestivirus atenuado, preferiblemente en un VDVB atenuado, tal como se ha descrito antes. La presente inven-
ción se refiere, además, a moléculas de ácidos nucleicos que codifican dichos pestivirus atenuados, preferiblemente
que codifican VDVB atenuados, a composiciones y vacunas que comprenden el pestivirus atenuado, preferiblemente
VDVB, según se describe en esta memoria.

Descripción detallada de la invención

Definiciones de términos y expresiones utilizados en la memoria descriptiva

Antes de las realizaciones de la presente invención, se debe señalar que, tal y como se emplea en esta memoria
y en las reivindicaciones anejas, las formas singulares “un”, “una” y “el”, “la”, incluyen una referencia plural, a no
ser que en el contexto se dicte claramente de otro modo. Así, por ejemplo la referencia a “un VDVB” incluye una
pluralidad de VDVBs de este tipo, la referencia a la “célula” es una referencia a una o más células y sus equivalentes
conocidos por los expertos en la técnica, etcétera. A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y
científicos empleados en esta memoria, tienen los mismos significados que los que entiende generalmente un experto
ordinario en la técnica a la que pertenece esta invención. Aunque se puede utilizar en la práctica o someter a ensayo en
la presente invención cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en esta memoria, los métodos,
los dispositivos y los materiales preferidos se describen a continuación. Todas las publicaciones mencionadas en esta
memoria se incorporan como referencia a los fines de describir y exponer las líneas de células. los vectores y las
metodologías según se reseñan en las publicaciones que podrían utilizarse en relación con la invención. Nada en esta
memoria debe ser interpretado como una admisión de que la invención no tiene derecho a ser un precedente de tal
descripción en virtud de la invención anterior.

El término “pestivirus”, según se utiliza en esta memoria, se refiere a todos los miembros del género Pestivirus,
incluidos el VDVB, VFPC y VEF, dentro de la familia Flaviviridae.

El término “VFPC”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a todos los virus que pertenecen a las especies
del virus de la fiebre porcina clásica (VFPC) en el género Pestivirus dentro de la familia Flaviviridae.

El término “VDVB”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a todos los virus que pertenecen a las especies
virus de la diarrea viral bovina (VDVB) tipo 1 (VDVB-1) y VDVB tipo 2 (VDVB-2) en el género Pestivirus dentro
de la familia Flaviviridae (Heinz et al., 2000). Las cepas de VDVB tipo 1 más clásicas y las cepas de VDVB tipo 2
más recientemente reconocidas exhiben algunas diferencias limitadas pero distintivas en las secuencias de nucleótidos
y aminoácidos.

El término “Npro”, tal como se entiende en esta memoria, se refiere a la primera proteína codificada por el marco de
lectura abierto viral y se escinde por sí misma del resto de la poliproteína sintetizada (Stark, et al., J. Virol. 67:7088-
7093 (1993); Wiskerchen, et al., Virol. 65:4508-4514 (1991)). Dicho término, dependiendo del contexto, puede tam-
bién referirse a los restantes aminoácidos “Npro” tras la mutación de la secuencia de nucleótidos codificadora o la
secuencia de nucleótidos codificadora de dicha proteína propiamente dicha. “Actividad de proteasa que reside en Npro”
se refiere a la actividad de escisión del polipéptido de dicha “Npro”.

“Ems”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la glicoproteína Ems que representa un componente es-
tructural del virión del pestivirus (Thiel et al., 1991). Ems carece de un anclaje de la membrana típico y se secreta en
cantidades considerables a partir de las células infectadas; se ha informado que esta proteína exhibe una actividad de
RNasa (Hulst et al., 1994; Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996). Debe señalarse que el término glicoproteína
EO se utiliza a menudo de una manera sinónima a glicoproteína Ems en las publicaciones. Dicho término, dependiendo
del contexto, puede también referirse a la proteína “Ems” mutada tras la mutación de la secuencia de nucleótidos co-
dificadora o la secuencia de nucleótidos codificadora de dicha proteína propiamente dicha. “Actividad de RNasa que
reside en la glicoproteína Ems” se refiere a la actividad de escisión del ARN de dicha glicoproteína, es decir la capa-
cidad de la glicoproteína Ems de hidrolizar ARN. La expresión “inactivación de la actividad de RNasa que reside en
dicha glicoproteína” se refiere a la incapacidad o capacidad reducida de una glicoproteína Ems modificada de hidrolizar
ARN en comparación con el tipo salvaje no modificado de dicha glicoproteína Ems.

Atenuación: “un pestivirus o partícula de VDVB atenuado”, tal como se utiliza en esta memoria, significa que existe
una diferencia estadísticamente significativa entre la virulencia de pestivirus o partículas de VDVB atenuados de la
presente invención, en donde dichas partículas virales atenuadas han sido atenuadas mediante un método descrito en
esta memoria, y pestivirus de tipo salvaje o aislados de VDVB de los que se han derivado dichos pestivirus o partículas
de VDVB atenuados, para los parámetros clínicos predominantes, en el caso de VDVBs para diarrea, pirexia y letalidad
en animales infestados con la misma dosis, preferiblemente 6x106 DCIT50. Así, dichas partículas de VDVB atenuadas
no provocan diarrea, pirexia ni letalidad y, así, pueden utilizarse en una vacuna.
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La inactivación de Ems tal como se utiliza en esta memoria, significa una actividad de RNasa no significativamente
por encima del nivel medido para células control no infestadas en un ensayo de RNasa según se describe en Meyers
et al., 1999. “No significativamente por encima del nivel medido para células control no infestadas en un ensayo de
RNasa, según se describe en Meyers et al., 1999, significa, por ejemplo, que la actividad de RNasa es menor que
150%, comparada con las células control no infestadas.

Inactivación de Npro, tal como se utiliza en esta memoria, significa la prevención o una considerable reducción
de la actividad inmunomoduladora probable de Npro por mutación. En una realización preferida, esta mutación evita
o reduce considerablemente la interferencia de Npro con la inducción de una respuesta de interferón por parte de las
células infestadas, según se describe por Rüggli et al., (2003). En este caso, la inactivación de Npro permitiría montar
una respuesta normal de interferón.

“Señal de procesamiento”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una sustancia que asegura la generación
de un extremo N-funcional de la proteína C del pestivirus, preferiblemente del VDVB, en particular una sustancia
seleccionada del grupo de ubiquitina, LC3, SUMO-1, NEDD8, GATE-16 y GABA(A)RAP. También proteasas selec-
cionadas del grupo de inteína, 3C de picornavirus, 2A de caridovirus y p15 del virus de la enfermedad hemorrágica del
conejo se entienden como “señales de procesamiento”, tal como se utilizan en esta memoria. Cualquier otra señal si-
milar de procesamiento conocida por los expertos que asegure la generación de un extremo N-funcional de la proteína
C debe estar también comprendida en la expresión “señal de procesamiento”.

“Proteína C” o “proteína C” o “proteína-C”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un componente
estructural del virión del pestivirus (Thiel et al., 1991). La “proteína C” es la proteína de la cápsida o del núcleo
de pestivirus. Dicho término, dependiendo del contexto, también puede referirse a la “Proteína C” con uno o varios
intercambios de aminoácidos que resultan de la mutación de la secuencia de nucleótidos codificadora.

Un “fragmento” de acuerdo con la invención es cualquier subunidad de una molécula de polinucleótido de acuerdo
con la invención, es decir cualquier subconjunto. Para el ADN, dicho fragmento se caracteriza porque es más corto
que el ADN que cubre el genoma viral de longitud completa.

Una “variante funcional” de la molécula de nucleótido de acuerdo con la invención es una molécula de nucleótido
que posee una actividad biológica (ya sea funcional o estructural) que es esencialmente similar a la molécula de
nucleótido de acuerdo con la invención. La expresión “variante funcional” también incluye “un fragmento”, “una
variante funcional”, “variante basada en el código degenerativo de los ácidos nucleicos” o “derivado químico”. Una
“variante funcional” de este tipo puede, p. ej., portar uno o varios cambios, deleciones o inserciones de nucleótidos.
Dicha variante funcional conserva, al menos en parte, su actividad biológica, p. ej. la función en calidad de un clon
infeccioso o una cepa de vacuna, o incluso exhibe una actividad biológica mejorada. “Posee una actividad biológica
que es esencialmente similar” significa, con relación a los pestivirus provistos de la misma, por ejemplo, que dicho
pestivirus está atenuado de una manera como la descrita en esta memoria y da como resultado un virus no patógeno
adecuado para la producción del virus vivo atenuado, que pierde capacidad de atravesar la placenta, pero que media
en una respuesta inmune después de la vacunación.

Una “variante basada en la naturaleza degenerativa del código genético” es una variante que resulta del hecho de
que un determinado aminoácido puede ser codificado por varios tripletes diferentes de nucleótidos. Dicha variante
conserva, al menos en parte, su actividad biológica, o incluso exhibe una actividad biológica mejorada.

Una molécula es “esencialmente similar” a otra molécula si ambas moléculas tienen secuencias de nucleótidos
o una actividad biológica esencialmente similares. Así, con la condición de que dos moléculas posean una actividad
similar se las considera variantes, ya que ese término se utiliza en esta memoria si la secuencia de nucleótidos no es
idéntica, y dos moléculas que tienen una secuencia similar de nucleótidos se consideran variantes, ya que ese término
se utiliza en esta memoria incluso si su actividad biológica no es idéntica.

Una mutación, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a modificaciones en las moléculas de ácidos nucleicos
que codifican las proteínas/aminoácidos de acuerdo con la invención. Dichas mutaciones se refieren, pero no están
limitadas a sustituciones (reemplazamiento de uno o varios nucleótidos/pares de bases), deleciones (separación de uno
o varios nucleótidos/pares de bases), y/o inserciones (adición de uno o varios nucleótidos/pares de bases). Tal como
se utiliza en esta memoria, la mutación puede ser una mutación sencilla o varias mutaciones, por lo tanto, a menudo
se utiliza el término “mutación(es)” y se refiere tanto a una mutación sencilla como a varias mutaciones. Dichas
mutaciones incluyen, pero no se limitan a mutaciones puntuales (mutaciones de un solo nucleótido) o mutaciones
mayores, en donde, p. ej., partes de las moléculas de ácido nucleico codificadoras están suprimidas, sustituidas y/o
está insertado un ácido nucleico codificador adicional. Dichas mutaciones pueden dar como resultado un polipéptido
expresado modificado, debido al cambio en la secuencia codificadora. Se desean polipéptidos modificados de este tipo,
tal como se recoge en la descripción de la invención según figura más abajo.

El término “vacuna”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una composición farmacéutica que com-
prende al menos un componente inmunológicamente activo que induce una respuesta inmunológica en un animal y,
posible, pero no necesariamente uno o más componentes adicionales que refuerzan la actividad inmunológica de dicho
componente activo. Una vacuna puede comprender, adicionalmente, componentes adicionales típicos de las compo-
siciones farmacéuticas. El componente inmunológicamente activo de una vacuna puede comprender partículas de
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virus completas, ya sea en su forma original o como partículas atenuadas en una denominada vacuna viva modificada
(VVM) o partículas inactivadas por métodos apropiados en una denominada vacuna muerta (VM). En otra forma, el
componente inmunológicamente activo de una vacuna puede comprender elementos apropiados de dichos organismos
(vacunas subunidad), en donde estos elementos se generan destruyendo la partícula completa o los cultivos en des-
arrollo que contienen partículas de este tipo y, opcionalmente, subsiguientes etapas de purificación que proporcionan
la o las estructuras deseadas, o por procedimientos de síntesis que incluyen una manipulación apropiada mediante el
uso de un sistema adecuado, basado, por ejemplo, en bacterias, insectos, mamíferos u otras especies más, opcional-
mente, procesos de aislamiento y purificación subsiguientes, o por inducción de dichos procedimientos de síntesis en
el animal que necesita una vacuna mediante la incorporación directa de material genético utilizando composiciones
farmacéuticas adecuadas (vacunación con polinucleótidos). Una vacuna puede comprender uno o simultáneamente
más de uno de los elementos descritos anteriormente. El término “vacuna”, tal como se entiende en esta memoria,
es una vacuna para uso veterinario que comprende sustancias antigénicas y se administra con el fin de inducir una
inmunidad específica y activa frente a una enfermedad provocada por una infección por pestivirus, preferiblemente
por una infección por VDVB. Los pestivirus atenuados, en particular el VDVB atenuado tal como se describe en esta
memoria, confieren una inmunidad activa que puede ser transferida pasivamente a través de anticuerpos maternales
contra los inmunogenes que contiene y algunas veces también contra organismos antigénicamente relacionados. Una
vacuna de la invención se refiere a una vacuna según se define antes, en donde un componente inmunológicamente
activo es un VDVB o de origen pestivírico o derivado de una secuencia de nucleótidos que tiene una homología mayor
que 70% con cualquier secuencia de pestivirus conocida (sentido o antisentido).

La expresión “vacuna viva” se refiere a una vacuna que comprende un componente activo vivo, en particular un
componente activo vírico vivo.

Componentes adicionales para reforzar la respuesta inmunitaria son constituyentes a los que habitualmente se
les alude como “adyuvantes”, tales como, p. ej., hidróxido de aluminio, aceite mineral u otros aceites o moléculas
auxiliares añadidas a la vacuna o generadas por el cuerpo tras la respectiva inducción por componentes adicionales de
este tipo, tales como, peo no limitados a interferones, interleucinas o factores de crecimiento.

Una “composición farmacéutica” consiste esencialmente en uno o más ingredientes capaces de modificar funciones
fisiológicas, p. ej. funciones inmunológicas del organismo a los que se les administra, o de organismos que viven en o
sobre el organismo. El término incluye, pero no se limita a antibióticos o antiparasitarios, así como otros constituyentes
habitualmente utilizados para conseguir otros determinados objetivos, pero no limitados a rasgos de procesamiento,
esterilidad, estabilidad, capacidad de administrar la composición por las vías enteral o parenteral, tales como oral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutánea, intradermal u otra vía adecuada, tolerancia tras la administración,
propiedades de liberación controlada. Un ejemplo no limitante de una composición farmacéutica de este tipo, sólo
proporcionado para fines demostrativos, podría prepararse como sigue: un sobrenadante de un cultivo celular infestado
se mezcla con un estabilizador (p. ej. espermidina y/o ASB (albúmina de suero bovino)) y la mezcla se liofiliza
subsiguientemente o se deshidrata por otros métodos. Antes de la vacunación, dicha mezcla se rehidrata luego en
solución salina acuosa (p. ej. solución salina, STF (solución salina tamponada con fosfato)) o soluciones no acuosas
(p. ej. emulsión en aceite, adyuvante basado en aluminio).

Descripción de la invención

La solución al problema técnico anterior se alcanza con la descripción y las realizaciones caracterizadas en las
reivindicaciones.

Se ha encontrado, sorprendentemente, que pestivirus, en particular VDVB, se pueden atenuar de manera más eficaz
al introducir al menos una mutación en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y al menos otra mutación en
la secuencia codificadora de Npro, que preferiblemente conduce a una inactivación combinada de la actividad de RNasa
que reside en la glicoproteína Ems, además de la inactivación de la actividad inmunomoduladora que reside en Npro.
Un efecto inmunomodulador en un aspecto se indica, pero no se limita a la función indicada para un pestivirus de una
manera ejemplar por Rüggli et al. (2003).

Un pestivirus, en particular VDVB atenuado de acuerdo con la presente invención, puede utilizarse ventajosamente
en vacunas. Dichos pestivirus atenuados, en particular dicho VDVB atenuado, proporcionan ahora vacunas vivas de
elevada inmunogenicidad. Sorprendentemente, los pestivirus, en particular el VDVB de acuerdo con la invención son,
además, seguros para el uso en animales preñados, ya que no atraviesan la placenta. Esto se ejemplifica de una manera
no limitante para VDVB en el ejemplo 3.

Además, vacunas vivas con mutaciones definidas como base de la atenuación permitirán evitar las desventajas de
la presente generación de vacunas, p. ej. el riesgo de la reversión a una cepa más patogénica. Una ventaja adicional de
dichas mutaciones atenuantes estriba en su singularidad molecular que permite utilizarlas como marcadores distintivos
para un pestivirus atenuado, en particular VDVB, y para distinguirlas de pestivirus, en particular VDVB del campo. Por
lo tanto, en un aspecto, la presente invención proporciona un pestivirus atenuado, en particular un VDVB atenuado con
al menos una mutación en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y al menos otra mutación en la secuencia
codificadora de Npro. Preferiblemente, en pestivirus atenuados de este tipo, preferiblemente en VDVB atenuado de este
tipo dicha mutación en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems conduce a la inactivación de la actividad de
RNasa que reside en Ems y/o dicha mutación en la secuencia codificadora de Npro conduce a la inactivación de dicha
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Npor. Dicha inactivación puede tener lugar por cualquier mutación conocida por la persona experta en la técnica de
la secuencia codificadora de Ems y la secuencia codificadora de Npro en donde las mutaciones son cualquier mutación
según se define en la sección “definiciones”, tales como deleciones, mutaciones por inserción y/o mutaciones por
sustitución. Lo más preferiblemente, la o las mutaciones son deleciones, tales como la probabilidad de la reversión al
tipo salvaje son las más bajas para las deleciones.

Se ha demostrado que la glicoproteína Ems forma un homodímero unido por disulfuro de aproximadamente 97 kD,
en donde cada monómero consiste en 227 aminoácidos correspondientes a los aminoácidos 268 a 494 de la poliproteína
del VFPC , según se describe por Rümenapf et al. (1993). La secuencia del genoma de la cepa Alfort/Tübingen de
VFPC está disponible en el banco de datos GenBank/EMBL bajo el número de acceso J04358; alternativamente,
se puede acceder a la secuencia de aminoácidos para la cepa CP7 de VDVB en el banco de datos GenBank/EMBL
(número de acceso U63479); en la poliproteína de CP7 de VDVB, la proteína Ems corresponde a los residuos 271
a 497. Dos regiones de aminoácidos están muy conservadas en la glicoproteína Ems, así como en algunas proteínas
RNasas activas de vegetales y hongos (Schneider et al., 1993). Estas dos regiones son de particular importancia para
la actividad enzimática de RNasa. La primera región consiste en la región en los aminoácidos en las posiciones 295
a 307 (298 a 310 para la cepa cp7 de VDVB)y la segunda región consiste en los aminoácidos en las posiciones 338
a 357 (341 a 360 para la cepa cp7 de VDVB) de dicha poliproteína viral, según se ejemplifica para la cepa Alfort
de VFPC en Meyers et al., 1999 (numeración de acuerdo con la secuencia de aminoácidos deducida publicada de la
cepa Alfort/Tübingen de VFPC (Meyers et al., 1989)). Los aminoácidos de particular importancia para la actividad
de RNasa, según se menciona antes, no están de modo alguno limitados a la posición según se define para la cepa
Alfort/Tübingen de VFPC, sino que simplemente se usan de una manera ejemplar para indicar que los aminoácidos
preferidos están en esa posición o corresponden a esa posición en otras cepas, tales como las encontradas en VDVB,
VEF y pestivirus en general, ya que están muy conservados. Para pestivirus que no sean la cepa Alfort/Tübingen
de VFPC, la numeración de las posiciones de los aminoácidos preferidos puede ser diferente, pero un experto en el
campo de la biología molecular de pestivirus identificará fácilmente estos aminoácidos preferidos por el alto grado de
conservación de esta secuencia de aminoácidos y la posición de estos motivos en el contexto de la secuencia. En un
ejemplo particular, no limitante, la posición 346 de Alfort/Tübingen de VFPC es idéntica a la posición 349 de la cepa
cp7 de VDVB.

Como consecuencia, la presente invención se refiere, preferiblemente, a un VDVB de acuerdo con la invención, en
donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están situadas en la secuencia
de nucleótidos codificadora correspondientes a los aminoácidos en las posiciones 298 a 310 y/o en las posiciones
341 a 360. Preferiblemente, mutaciones de este tipo son (los aminoácidos se indican en los símbolos de una letra; el
aminoácido delante del número de la posición indica el aminoácido a sustituir, el aminoácido detrás del número de
la posición del aminoácido indica el aminoácido sustituyente (del indica deleción): por ejemplo, H300L signifique
histidinea 300 estaba sustituida con leucina.

Modificaciones adecuadas de la glicoproteína Ems son, por ejemplo, las sustituciones/deleciones sencillas: S298G,
H300K, H300L, H300R, H300del, W303G, P304del, E305A, C308G, R343G, E345del, W346G, K348A, H349K,
H349L, H349del, H349Q, H349SV (mutación H349S e inserción de V), K348R, W351P, W351G, W351 , W351K,
W351H; las sustituciones/deleciones dobles: H300L/H349L, K348del/H349del, H349del/G350del, E345del/H349del,
W303G/E305A, H300K/H349K, H300K/H349L y las deleciones triples: L299del/H300del/G300del, K348del/
H349del/G350del. La numeración está de acuerdo con la secuencia de aminoácidos publicada de CP7 de VDVB
para todos los mutantes listados anteriormente (los números indicados menos 3 corresponderían a los residuos equiva-
lentes de la secuencia de aminoácidos de Alfort/Tübingen de VFPC) Todos los mutantes antes listados se ensayaron al
menos como mutantes de VFPC o VDVB respectivos sin mutaciones en la región Npro. Por ejemplo, por el documento
WO 99/64604 se proporcionan mutantes adecuados de la glicoproteína de pestivirus Ems que se incorpora en esta me-
moria en su totalidad. Sin embargo, debe señalarse que, de acuerdo con la presente invención, debe estar presente al
menos una mutación adicional en la región Npro, según se describe con mayor detalle más abajo.

Particularmente, se encontró que la deleción o sustitución del residuo histidina en la posición 346 (VFPC) ó 349
(VDVB) conduce a una inactivación eficaz de Ems y, por lo tanto, conduce a vacunas vivas pestivirales particularmente
útiles. La presente invención demuestra que los pestivirus son viables y codifican una proteína Ems sin actividad de
RNasa cuando se suprime el residuo histidina en la posición 346 de la poliproteína viral (numeración de acuerdo
con la secuencia publicada de Alfort/Tübingen de VFPC (Meyers et al., 1989)), o en la posición 349 (numeración
de acuerdo con la secuencia publicada de CP7 de VDVB (Meyers et al., 1996b)) si dicho pestivirus es VDVB, el
cual representa uno de los residuos de sitio activo putativo conservados de la RNasa de Ems. Así, preferiblemente,
la invención también se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha mutación en la secuencia
codificadora de la glicoproteína Ems es una deleción o sustitución del residuo histidina en la posición 349. Incluso más
específicamente, el sitio activo putativo de la RNasa se representa por las secuencias conservadas de Ems SLHGIW
PEKICTG y/o LQRHEWNKHGWCNWFHIEPW (secuencia de la proteína New York’93 de VDVPB-2 aquí indicada
de una manera ejemplar; cambios menores se pueden encontrar, posiblemente, en otras secuencias de pestivirus, pero
la identidad del motivo resultará siempre obvia para un experto en el sector. Como ejemplo, las correspondientes
secuencias de aminoácidos de CP7 de VDVB-1 serían SLHGIWPEKICTG y/o LQRHEWNKHGWCNWYNIEPW, y
las de Alfort/Tübingen de VFPC SLHGIWPEKICKG y/o LQRHEWNKHGWCNWYNIDPW). Así, preferiblemente,
la invención se refiere, además, a un VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la
secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están situadas en la secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia
de Ems conservada SLHGIWPEKICTG y/o LQRHEWNKHGWCNWFHIEPW. Estas secuencias representan el sitio
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activo putativo de la RNasa. Las secuencias SLHGIWPEKIC y RHEWNKHGWCNW del sitio activo putativo de
Ems están incluso más conservadas entre los pestivirus. Así, preferiblemente, la invención también se refiere a un
pestivirus, en particular a VDVB con al menos una mutación en la secuencia codificadora de la proteína Npro y de
la glicoproteína Ems, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están
situadas en la secuencia de nucleótidos de la secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC y/o RHEWNKHGWCNW.
Preferiblemente, la mutación está localizada en sólo una de dichas secuencias. Así, la invención también se refiere a
un pestivirus, en particular a VDVB, con al menos una mutación en la secuencia codificadora de la proteína Npro y de
la glicoproteína Ems, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están
situadas en la secuencia de nucleótidos de la secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC o RHEWNKHGWCNW.
Preferiblemente, mutaciones de este tipo conciernen a dos aminoácidos diferentes, es decir son mutaciones dobles.
Así, dichas mutaciones pueden ser mutaciones de 1 a 3 nucleótidos en dos tripletes diferentes que codifican dos
aminoácidos. Así, la invención también se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB con al menos una mutación
en la secuencia codificadora de la proteína Npro y de la glicoproteína Ems, en donde dicha o dichas mutaciones en la
secuencia codificadora de la glicoproteína Ems son dos mutaciones situadas en la secuencia de nucleótidos que codifica
la secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC y/o RHEWNKHGWCNW. Preferiblemente, mutaciones de este tipo
conciernen a un aminoácido sencillo. Así, dicha mutación pueden ser mutaciones de 1 a 3 nucleótidos en un triplete
que codifica un aminoácido. Así, la invención también se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB con al menos
una mutación en la secuencia codificadora de la proteína Npro y la glicoproteína Ems, en donde una mutación sencilla
está localizada en la secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC o RHEWNKHGWCNW.

Como se ha mencionado antes, los pestivirus atenuados proporcionados por la presente invención, con al menos
una mutación en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y en la secuencia codificadora de la proteína Npro,
en donde dicha mutación da como resultado, preferiblemente, la inactivación de la actividad de RNasa que reside en
la glicoproteína ERNS y de la actividad inmunomoduladora que reside en Npro. La inactivación de la Npro se consigue en
pestivirus, en particular VDVB de la fórmula especificada descrita más en detalle más abajo, en donde están presentes
entre 0 y todos los aminoácidos de Npro; está presente o ausente ubiquitina o LC3 u otra secuencia que servía como una
señal de procesamiento (p. ej. SUMO-1, NEDD8, GATE-16,GABA(A)RAP, o proteasas, tales como, p. ej., inteína,
3C de picornavirus, 2A de caridovirus o p15 de la enfermedad hemorrágica de conejos). En el caso de que esté
presente una señal de procesamiento, la secuencia codificadora de la señal de procesamiento está insertada en o cerca
del extremo C-terminal de la proteína Npro (parte restante de la misma). Sólo en el caso de que esté presente una
señal de procesamiento, puede estar presente cualquier número de aminoácidos que codifican Npro (= aminoácidos de
Npro). En el caso de que no esté insertada ninguna señal de procesamiento, puede estar presente un máximo de 12
aminoácidos, preferiblemente aminoácidos amino-terminales, de Npro, debiéndose suprimir los restantes aminoácidos.
Además, mutaciones distintas de las de Ems según se describen antes (al menos una de las cuales debe estar presente en
el pestivirus, en particular en VDVB de acuerdo con la invención), las restantes secuencias del pestivirus, en particular
VDVB, pueden permanecer sin modificar, es decir no están mutadas, o pueden también tener mutaciones próximas al
extremo N-terminal de la proteína C. Un cierto número de realizaciones más específicas según se describen más abajo,
ejemplifican esto.

Así, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha o
dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza
por la siguiente fórmula:

[Npro]x-[PS]y-[C-term]

y en donde:

[Npro] se refiere a la porción Npro de dicha poliproteína, en donde “x” representa el número de aminoácidos de la
Npro presente en la poliproteína;

[PS] se refiere a una señal de procesamiento seleccionada de: ubiquitina, LC3, SUMO-1, NEDD8, GATE-16 o
GABA(A)RAP) o proteasas tales como, p. ej., inteína, 3C de picornavirus, 2A de caridovirus o p15 del virus de
la enfermedad hemorrágica del conejo, o cualquier señal de procesamiento conocida por una persona experta que
asegure la generación de un N-terminal funcional de la proteína C. “Y” puede ser = 0, lo que significa que no está
presente una señal de procesamiento (= PS está ausente), o “Y” puede ser = 1, lo que significa que está presente
una señal de procesamiento (= PS presente).

[C-term] se refiere al pestivirus completo, en particular a la poliproteína completa de VDVB, excepto Npro, pero
que incluye la proteína de la cápsida (C) y cualquier otra proteína presente en la poliproteína del pestivirus, en
particular en la poliproteína de VDVB, incluida la NS5B carboxi-terminal. Preferiblemente, la glicoproteína Ems en
dicho [C-term] está mutada, de modo que está inactivada la actividad de RNasa que reside en la glicoproteína Ems.
La expresión “cualquier otra proteína presente en la poliproteína de pestivirus/poliproteína de VDVB” se refiere
a Ems, E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B y NS5A, en donde la glicoproteína Ems está mutada, preferiblemente
según se describe en esta memoria (véase antes), de manera que está inactivada la actividad de RNasa que reside
en la glicoproteína Ems. Preferiblemente, el pestivirus, en particular el VDVB de acuerdo con la invención tiene
una proteína C que no está mutada, excepto por el aminoácido en la posición 2 que está cambiado de D a N. Por
lo tanto, [C-term*] es el mismo que [C-term], pero con una mutación en la posición 2 de la proteína C (N en lugar
de D);
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si “y” es = 0 (significa que no está presente [PS]), entonces “x” es 0 a 12, (significa que no está presente un
aminoácido específico de Npro ni 1 a 12 aminoácidos de Npro, preferiblemente del extremo N de Npro);

si “y” es = 1 (significa que está presente [PS]), entonces “x” es 0 a 168; (significa que no está presente un aminoá-
cido específico de Npro ni 1 a todos los 168 aminoácidos de Npro, preferiblemente del extremo N de Npro).

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]1-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

Más abajo se describe un ejemplo específico de la misma, en donde a la metionina N-terminal le sigue la proteína
C y cualquier otra proteína presente en la poliproteína, incluida la NS5B carboxi-terminal. Por lo tanto, lo más prefe-
riblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha o
dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza
por la siguiente fórmula:

M[C-term],

y en donde las definiciones son como se definen antes.

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]3-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

Se describe a continuación un ejemplo específico de VDVB, en donde a la metionina N-terminal le sigue la se-
cuencia EL de Npro y la proteína C y cualquier otra proteína presente en la poliproteína que incluya la NS5B carboxi-
terminal. Por lo tanto, lo más preferiblemente, la invención se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en
donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según
se caracteriza por la siguiente fórmula:

MEL-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]4-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

Se describe a continuación un ejemplo específico de VDVB, en donde a la metionina N-terminal le sigue la se-
cuencia ELF de Npro y la proteína C y cualquier otra proteína presente en la poliproteína que incluya la NS5B carboxi-
terminal. Por lo tanto, lo más preferiblemente, la invención se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en
donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según
se caracteriza por la siguiente fórmula:

MELF-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.
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También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]6-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

Se describe a continuación un ejemplo específico de VDVB, en donde a la metionina N-terminal le sigue la secuen-
cia ELFSN de Npro y la proteína C y cualquier otra proteína presente en la poliproteína que incluya la NS5B carboxi-
terminal. Por lo tanto, lo más preferiblemente, la invención se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en
donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según
se caracteriza por la siguiente fórmula:

MELFSN-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen antes.

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]4-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen anteriormente, excepto por el hecho de que está cambiada la parte
amino-terminal de la proteína C.

Se describe a continuación un ejemplo específico de VDVB, en donde a la metionina N-terminal le sigue la se-
cuencia ELF de Npro y en la secuencia de la proteína C, el aminoácido en la posición 2 está cambiado de D a N. Por lo
tanto, la secuencia de la proteína C amino-terminal es SNEGSK... en lugar de SDEGSK. Por lo tanto, lo más preferi-
blemente, la invención se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la
secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

MELF-[C-term]

en donde en la proteína C el aminoácido en la posición 2 está cambiado de D a N, y

en donde las definiciones son como se definen antes.

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, en particular a VDVB de acuerdo con la
invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]x-[PS]y-[C-term]

en donde las definiciones son como se definen antes,

y en donde PS es cualquiera de las PS descritas anteriormente, preferiblemente seleccionadas del grupo de ubi-
quitina o LC3.

Se describe más abajo un ejemplo específico de VDVB, en donde a la metionina N-terminal le siguen cualquiera
de los 21 ó 28 aminoácidos de Npro, ubiquitina o LC3 y la proteína C. Por lo tanto, lo más preferiblemente, la invención
se refiere a un VDVB de acuerdo con la invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracterizan por la siguiente fórmula:

[Npro]22-[PS]1-[C-term], en donde preferiblemente, la PS es ubiquitina o LC3 o

[Npro]22-[PS]1-[C-term], en donde preferiblemente, la PS es ubiquitina o LC3.
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Ubiquitina es una proteína celular de 76 aminoácidos muy conservada y bien conocida. Entre otras funciones, la
ubiquitina es un jugador clave en el catabolismo de la proteína, ya que la conjugación con ubiquitina puede marcar
una proteína para la degradación a través del proteosoma. Ubiquitina conjugada con o condensada a otras proteínas
a través de la glicina carboxi-terminal puede ser separada por escisión por parte de proteasas celulares específicas de
ubiquitina. Así, la fusión de una proteína al extremo carboxi de ubiquitina dará como resultado, habitualmente, una
escisión proteolítica definida de la proteína de fusión en sus componentes cuando se expresa en una célula.

LC3 (cadena ligera 3 de proteínas asociadas a los microtúbulos) representa una proteína celular de 125 aminoácidos
que cumple una diversidad de funciones (longitud dada para LC3 bovina). Recientemente, se ha definido un papel
fundamental de la proteína en la autofagia. Durante este proceso, LC3 es activada por la escisión carboxi-terminal. Con
ello, se genera un nuevo extremo carboxi que consiste en glicina. LC3 se conjuga luego, a través de la glicina carboxi-
terminal, a fosfatidiletanolamina presente en las membranas de vesículas autofágicas. Debido a este procedimiento,
una proteína condensada al extremo carboxi de LC3 se separará por escisión por parte de una proteasa celular en una
posición definida.

También más preferiblemente, la invención se refiere a un pestivirus, preferiblemente a VDVB de acuerdo con
la invención, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína
codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula, seleccionada del grupo de:

[Npro]2-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS]Y [C-term];

[Npro]5-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS]y-[C-term];

[Npro]7-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS] -[C-term];

[Npro]8[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS] -[C-term];

[Npro]9-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS] -[C-term];

[Npro]10-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS] -[C-term];

[Npro]11-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS] -[C-term]; y

[Npro]12-[PS]y-[C-term] y, preferiblemente, ME-[PS]y[C-term];

y en donde las definiciones son como se definen antes. Las realizaciones preferiblemente descritas se refieren a
VDVB.

Lo más preferiblemente, y es 0 (no está presente PS).

También más preferiblemente, dicho VDVB de acuerdo con la invención según se describe arriba, es un VDVB
de tipo 1. Lo más preferiblemente, dicho VDVB de acuerdo con la invención según se describe arriba, es un VDVB
de tipo 2. VDVB-1 y VDVB-2 se diferencian de acuerdo con rasgos de sus secuencias genómicas (Heinz et al., 2000
y referencias en el mismo). VDVB-1, según se describe en esta memoria, se puede utilizar en la fabricación de una
composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB de tipo 1 en razas de crianza de
ganado, en vacas preñadas y en la inducción de la protección fetal frente a una infección por VDVB de tipo 1 en vacas
preñadas. Sorprendentemente, un VDVB-2, tal como se describe en esta memoria, se puede utilizar en la fabricación
de una composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB de tipo 1 en razas de
crianza de ganado. En particular, la invención se refiere al uso de un VDVB de tipo 2 de acuerdo con la invención en
la fabricación de una composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB de tipo 1 en
vacas preñadas. Preferiblemente, el VDVB de tipo 2 de acuerdo con la invención se puede utilizar en la fabricación
de una composición para uso en la inducción de una protección fetal frente a infecciones por VDVB de tipo 1 en
vacas preñadas. Sorprendentemente, también un VDVB-1, tal como se describe en esta memoria, se puede utilizar en
la fabricación de una composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB de tipo 2
en razas de crianza de ganado. En particular, la invención se refiere al uso de un VDVB de tipo 1 de acuerdo con la
invención en la fabricación de una composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB
de tipo 2 en vacas preñadas. Preferiblemente, el VDVB de tipo 1 de acuerdo con la invención se puede utilizar en la
fabricación de una composición para uso en la inducción de una protección fetal frente a infecciones por VDVB de
tipo 2 en vacas preñadas. Lo más preferido es el uso de VDVB de tipo 1 y de tipo 2 en combinación para la fabricación
de una composición para uso en la prevención y/o el tratamiento de infecciones por VDVB de tipo 1 y/o de tipo 2 en
razas de crianza de ganado, en vacas preñadas y en la inducción de la protección fetal frente a infecciones por VDVB
de tipo 1 y/o de tipo 2 en vacas preñadas.

Lo más preferiblemente, el VDVB de tipo salvaje de acuerdo con la invención que se ha de mutar, según se describe
en esta memoria, corresponde a la secuencia de aminoácidos SEQ ID No. 5 (denominada XIKE A) o es una variante
funcional de la misma. Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene una mutación Npro

de acuerdo con la invención y corresponde a la secuencia de aminoácidos SEQ ID No. 6 (denominada XIKE-A-NdN)
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o es una variante funcional de la misma. Preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de
al menos 65% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria. Al nivel de aminoácido, las homologías son
muy aproximadas: VDVB-1/-VDVB-1: 93%; VDVB-1/-VDVB-2: 84%; VDVB-2/-VDVB-2: 98%. Por lo tanto, de
manera más preferible, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% ó 90% con la secuencia
de aminoácidos descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una variante funcional de este tipo tiene una
homología de al menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la secuencia de aminoácidos descrita en
esta memoria. Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 99 ó
99,9% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria.

Lo más preferiblemente, el VDVB de acuerdo con la invención tiene una mutación Ems de acuerdo con la inven-
ción que tiene una deleción del codón que codifica histidina 349, y corresponde a la secuencia de aminoácidos SEQ ID
No. 7 (denominada XIKE-B) o es una variante funcional de la misma. Lo más preferiblemente también, el VDVB de
acuerdo con la invención tiene tanto una mutación Ems como una mutación Npro de acuerdo con la invención, en donde
está suprimido el codón que codifica histidina 349 de Ems y también está suprimida la región completa codificadora
de Npro, excepto los codones 1 a 4, así permanecen los aminoácidos MELF de Npro. Dicho mutante corresponde a la
secuencia de aminoácidos de SEQ ID No. 8 (denominada XIKE-B-NdN) o es una variante funcional de la misma.
Preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 65% con la secuencia de ami-
noácidos descrita en esta memoria. De manera más preferible, una variante funcional de este tipo tiene una homología
de al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89% ó 90% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una va-
riante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la
secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria. Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene
una homología de al menos 99 ó 99,9% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria.

Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene una mutación Ems de acuerdo con
la invención que tiene una sustitución del codón que codifica histidina 300 por el codón que codifica leucina, y
corresponde a la secuencia de aminoácidos SEQ ID No. 9 (denominada XIKE-C) o es una variante funcional de
la misma. Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene tanto una mutación Ems como
una mutación Npro de acuerdo con la invención, en donde está sustituido el codón que codifica histidina 300 por el
codón que codifica leucina y también está suprimida la región completa codificadora de Npro, excepto los codones 1
a 4, así permanecen los aminoácidos MELF de Npro. Dicho mutante corresponde a la secuencia de aminoácidos de
SEQ ID No. 10 (denominada XIKE-C-NdN) o es una variante funcional de la misma. Preferiblemente, una variante
funcional de este tipo tiene una homología de al menos 65% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria.
De manera más preferible, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% ó 90% con la secuencia
de aminoácidos descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una variante funcional de este tipo tiene una
homología de al menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la secuencia de aminoácidos descrita en
esta memoria. Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 99 ó
99,9% con la secuencia de aminoácidos descrita en esta memoria.

Otra realización importante de la invención descrita en esta memoria es una composición que comprende un pes-
tivirus, en particular un VDVB de acuerdo con la invención y una solución. La persona experta conoce componentes
adicionales que pueden estar contenidos en dicha composición (véase también Remington’s Pharmaceutical Sciences.
(1990). 18ª ed. Mack Publ., Easton). El experto puede utilizar soluciones estériles inyectables, fisiológicamente acep-
tables conocidas. Para preparar una solución lista para el uso para inyección parenteral o infusión, están fácilmente
disponibles soluciones isotónicas acuosas, tal como, p. ej., solución salina o correspondientes soluciones de proteínas
en el plasma. Las composiciones farmacéuticas pueden estar presentes en forma de liofilizados o preparaciones secas,
las cuales se pueden reconstituir con una solución inyectable conocida, directamente antes del uso bajo condiciones
estériles, p. ej. en forma de un kit de partes.

La preparación final de las composiciones de la presente invención se preparan, p. ej. para inyección, mezclando di-
cho pestivirus, preferiblemente VDVB de acuerdo con la invención con una solución estéril fisiológicamente aceptable,
de manera que se puede suplementar con sustancias .de soporte y/o aditivos conocidos (p. ej. albúmina de suero, dex-
trosa, bisulfito de sodio, AEDT). Dicha solución se puede basar en un disolvente fisiológicamente aceptable, p. ej. una
solución acuosa entre pH 7 y 8. El pH se puede estabilizar por un tampón farmacéuticamente aceptable. La solución
también puede contener agentes estabilizadores adicionales, tales como un detergente, tal como Tween 20, albúmina
de suero, tal como ASB (albúmina de suero bovino), ácido ascórbico y/o espermidina. La composición también puede
comprender adyuvantes, p. ej. hidróxido de aluminio, aceites minerales u otros aceites o moléculas auxiliares añadidas
a la vacuna o generadas por el cuerpo después de la respectiva inducción por componentes adicionales de este tipo,
tales como, pero no limitados a interferones, interleucinas o factores de crecimiento.
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Por ejemplo, en una composición de acuerdo con la invención, el pestivirus, en particular el VDVB puede estar
disuelto en:

Si la composición se liofiliza o deshidrata primero por otros métodos, entonces, antes de la vacunación, dicha
composición se rehidrata en soluciones acuosas (p. ej. solución salina, STF (solución salina tamponada con fosfato))
o no acuosas (p. ej. emulsión en aceite (aceite mineral, o basado en aceite vegetal/metabolizable/basado en emulsión
sencilla o doble), basado en aluminio, adyuvante basado en carbómero).

Preferiblemente, la composición de acuerdo con la invención induce una respuesta inmunológica en un animal. De
manera más preferida, la composición de acuerdo con la invención es una vacuna. Una vacuna, según se entiende en
esta memoria, comprende un pestivirus, en particular VDVB de acuerdo con la invención y se define antes (sección
“Definiciones”).

De manera lo más preferida, la composición de acuerdo con la invención comprende, además, un soporte o exci-
piente farmacéuticamente aceptable. En lo que antecede se describen varios soportes o excipientes. La composición
puede comprender, si está prevista en inyecciones o infusión, sustancias para preparar soluciones isotónicas, conser-
vantes, tales como p-hidroxibenzoatos, estabilizadores, tales como sales de metales alcalinos de ácido etilendiamino-
tetraacético, que posiblemente también contienen emulsionante y/o dispersante.

La composición de acuerdo con la invención se puede aplicar por vía intradérmica, intratraqueal o intravaginal.
Preferiblemente, la composición se puede aplicar por vía intramuscular o intranasal. En un cuerpo animal, se puede
manifestar ventajoso aplicar las composiciones farmacéuticas, según se describe antes, a tejidos diana a través de una
inyección intravenosa o por inyección directa. Para la aplicación sistémica, se prefieren las vías intravenosa, intravas-
cular, intramuscular, intranasal, intraarterial, intraperitoneal, oral o intratecal. Se puede efectuar una aplicación más
local por vía subcutánea, intradermal, intracutánea, intracardial, intralobal, intramedular, intrapulmonar, o directamen-
te en o cerca del tejido a tratar (tejido conjuntivo, óseo, muscular, nervioso, epitelial). Dependiendo de la duración y
eficacia del tratamiento deseadas, las composiciones de acuerdo con la invención se pueden administrar una o varias
veces, también de forma intermitente, por ejemplo sobre una base diaria durante varios días, semanas o meses y en
diferentes dosificaciones.

La invención también se refiere al uso de un pestivirus, en particular VDVB de acuerdo con la invención en la
fabricación de una vacuna para la profilaxis y el tratamiento de infecciones por pestivirus, en particular de infecciones
por VDVB.

Otra parte importante de la invención es una molécula de polinucleótido que comprende el ácido nucleico que
codifica un pestivirus, en particular un VDVB de acuerdo con la invención, o un fragmento, variante funcional, va-
riante basada en el código degenerativo de ácidos nucleicos, molécula de fusión o un derivado químico del mismo.
Preferiblemente, dicha molécula de polinucleótido es ADN. También preferiblemente, dicha molécula de polinucleó-
tido es ARN. En una realización más preferida, dicha molécula de polinucleótido comprende también la secuencia de
nucleótidos de una región funcional 5’- y/ó 3’-no traducida de un pestivirus, en particular de VDVB.
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Existen varias secuencias de nucleótidos conocidas en la técnica que representan la base de la producción de una
molécula de polinucelótido que codifica un pestivirus atenuado de acuerdo con la presente invención, con al menos
una mutación en la secuencia codificadora de Npro y al menos una en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems,
en donde dichas mutaciones dan como resultado una inactivación combinada de la actividad de RNasa que reside en
la glicoproteína Ems y en la inactivación de la actividad inmunomoduladora que reside en Npro. Ejemplos de secuencias
de ácidos nucleicos de secuencias de tipo salvaje de varios miembros de pestivirus se listan en lo que sigue:

Las mutaciones/modificaciones de acuerdo con la invención relacionadas con la secuencia codificadora de Npro y
Ems se describen anteriormente con mayor detalle. Poseyendo esta información, una persona experta en la técnica es
capaz de realizar la fabricación de cualquier polinucleótido/ácido nucleico que codifique un pestivirus de acuerdo con
la presente invención. Además, esta persona es capaz de fabricar un pestivirus atenuado de acuerdo con la invención.
Un método molecular para introducir una mutación en una secuencia de un polinucleótido, la clonación y amplificación
de dicho polinucleótido mutado se proporcionan, por ejemplo, por Sambrook et al. 1989 o Ausubel et al. 1994.

Lo más preferiblemente, el VDVB de tipo salvaje de acuerdo con la invención que se ha de mutar, según se
describe en esta memoria, es codificado por la secuencia de aminoácidos SEQ ID No. 1 (denominada XIKE A) o
una variante funcional de la misma. Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene
una mutación Npro de acuerdo con la invención y es codificado por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID No. 2
(denominada XIKE-A-NdN) o una variante funcional de la misma. Preferiblemente, una variante funcional de este
tipo tiene una homología de al menos 65% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. Al nivel de
ácido nucleico, las homologías son muy aproximadas: VDVB-1/-VDVB-1: 80%; VDVB-1/-VDVB-2: 70%; VDVB-
2/-VDVB-2: 96%. Por lo tanto, de manera más preferible, una variante funcional de este tipo tiene una homología de
al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89% ó 90% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una
variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la
secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo
tiene una homología de al menos 99 ó 99,9% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria.

Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene una mutación Ems de acuerdo con la
invención que tiene una deleción del codón H349, y es codificado por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID No.
7 (denominada XIKE- B) o por una variante funcional de la misma. Lo más preferiblemente también, el VDVB de
acuerdo con la invención tiene tanto una mutación Ems como una mutación Npro de acuerdo con la invención, en donde
está suprimido el codón que codifica histidina 349 de Ems y también está suprimida la región completa codificadora de
Npro, excepto los codones 1 a 4, así permanecen los aminoácidos MELF de Npro. Dicho mutante es codificado por la
secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID No. 8 (denominada XIKE-B-NdN) o por una variante funcional de la misma.
Preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 65% con la secuencia de ácidos
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nucleicos descrita en esta memoria. De manera más preferible, una variante funcional de este tipo tiene una homología
de al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%,
88%, 89% ó 90% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una
variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la
secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo
tiene una homología de al menos 99 ó 99,9% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria.

Lo más preferiblemente también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene una mutación Ems de acuerdo con la
invención que es una sustitución del codón “H300” por un codón leucina, y es codificado por la secuencia de ácidos
nucleicos SEQ ID No. 11 (denominada XIKE-C) o por una variante funcional de la misma. Lo más preferiblemente
también, el VDVB de acuerdo con la invención tiene tanto una mutación Ems como una mutación Npro de acuerdo con
la invención, en donde está sustituido el codón que codifica histidina 300 por el codón que codifica leucina, y también
está suprimida la región completa codificadora de Npro, excepto los codones 1 a 4, así permanecen los aminoácidos
MELF de Npro. Dicho mutante es codificado por la secuencia de ácidos nucleicos SEQ ID No. 12 (denominada XIKE-
C-NdN) o por una variante funcional de la misma. Preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una
homología de al menos 65% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria. De manera más preferible,
una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%,
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89% ó 90% con la secuencia de ácidos nucleicos
descrita en esta memoria. Más preferiblemente también, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al
menos 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ó 98% con la secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria.
Lo más preferiblemente, una variante funcional de este tipo tiene una homología de al menos 99 ó 99,9% con la
secuencia de ácidos nucleicos descrita en esta memoria.

Otro aspecto importante de la invención es un método para atenuar un pestivirus, caracterizado porque en un
genoma del pestivirus se genera al menos una mutación en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y al
menos otra mutación se genera en la secuencia codificadora de Npro. De acuerdo con una realización preferida, dicho
pestivirus es VDVB.

De acuerdo con una realización más preferida, dicho método comprende las etapas de:

a) transcripción inversa de una secuencia de nucleótidos de pestivirus de tipo salvaje en un ADNc;

b) clonar dicho ADNc;

c) introducir mutaciones seleccionadas del grupo de deleciones, mutaciones por inserción y/o mutaciones por
sustitución en dicho ADNc, en donde dichas mutaciones se localizan en la secuencia codificadora que
codifica la glicoproteína Ems y la proteasa Npro,

d) incorporar el ADNc en un plásmido o en un virus de ADN capaz de dirigir la transcripción del ADNc del
pestivirus en ARN in vitro o tras la infección de células adecuadas.

En relación con el método para atenuar un VDVB de acuerdo con la invención, dichos métodos preferidos com-
prenden las etapas de:

a) transcripción inversa de una secuencia de nucleótidos de VDVB de tipo salvaje en un ADNc;

b) clonar dicho ADNc;

c) introducir mutaciones seleccionadas del grupo de deleciones, mutaciones por inserción y/o mutaciones por
sustitución en dicho ADNc, en donde dichas mutaciones se localizan en la secuencia codificadora que
codifica la glicoproteína Ems y la proteasa Npro,

d) incorporar el ADNc en un plásmido o en un virus de ADN capaz de dirigir la transcripción del ADNc del
pestivirus en ARN in vitro o tras la infección de células adecuadas.

Todavía una realización importante de la invención es un método para la preparación de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades causadas por un pestivirus, en el que un pestivirus de acuerdo con la invención o una
composición de acuerdo con la invención, en el que dicho pestivirus o dicha composición se administra a un animal
que lo necesita a una dosis adecuada, tal como se conoce por la persona experta y la reducción de síntomas de dicha
infección por pestivirus.

Todavía otra realización importante de la invención es un método para la preparación de un medicamento para el
tratamiento de enfermedades causadas por VDVB, en el que un VDVB de acuerdo con la invención o una composición
de acuerdo con la invención, en el que dicho VDVB o dicha composición se administra a un animal que lo necesita a
una dosis adecuada, tal como se conoce por la persona experta y se vigila la reducción de síntomas de la infección por
VDVB, tal como viremia y/o leucopenia y/o pirexia y/o diarrea.
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Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar adicionalmente la presente invención; pero éstos no se deben interpretar
como limitantes del alcance de la invención descrita en esta memoria.

Ejemplo 1

XIKE-B de VDVB: determinación de la fetopatogenicidad en vaquillas preñadas

XIKE-B de VDVB, un mutante RNasa negativo del aislado NewYork’93/C de VDVB tipo 2 muy patógeno se
recuperó del clon pKANE40B de ADNc infeccioso y mostró características de crecimiento similares a las de tipo
salvaje (ts) en cultivo tisular. En experimentos con animales, se encontró que el virus mutante estaba considerable-
mente atenuado, de manera que representaba un candidato prometedor para el desarrollo de un virus vacuna vivo
atenuado (Meyer et al., 2002). Para ensayar si este virus atenuado es todavía capaz de atravesar la placenta e infestar
al feto, vaquillas preñadas se infestaron con XIKE-B. Como control se utilizó VDVB de tipo salvaje recuperado del
clon pKANE40A de ADNc. El virus respectivo, denominado XIKE-A, expresa una RNasa activa de Ems en la célula
infestada.

El estudio pretendía confirmar la seguridad de XIKE-A y XIKE-B en animales preñados.

Diseño experimental

Diez vaquillas preñadas se seleccionaron de un rebaño VDVB negativo. En el ensayo se incluyeron los siguientes
grupos de 5 vaquillas:

Las vaquillas se transportaron a las instalaciones experimentales 8 días antes de las inoculaciones. El estado de
preñez se confirmó tras el transporte a la instalación experimental. El día de la inoculación, las vaquillas se encontraban
entre los días 60 y 90 de gestación. La inoculación tuvo lugar para todos los animales en un mismo momento.

Las vaquillas se vigilaron en cuanto a la presencia de síntomas clínicos de la infección por VDVB, incluidos
los abortos durante el periodo de observación. Se tomaron muestras de sangre de los animales para la serología, la
detección de antígenos y se recontaron los leucocitos. El experimento se terminó 9 semanas tras la infestación. Se
sacrificó a las vacas que no abortaron, y se examinó y recogió el útero. Se recogieron muestra de órganos del feto
durante la necropsia rutinaria y se examinaron en cuanto a la infección por VDVB.

La presencia de una infección del feto era el parámetro de evaluación principal, compuesto por la cifra de morta-
lidad de las vacas relacionada con el VDVB, el número de abortos relacionados con el VDVB y el número de fetos
VDVB positivos a la conclusión. Además del parámetro principal, se evaluaron síntomas clínicos característicos de una
infección por VDVB, viremia y recuentos de leucocitos en vacas y la temperatura rectal después del enfrentamiento.

Animales

Las vaquillas se adquirieron de una granja exenta de VDVB.

Se utilizaron únicamente animales que cumplían los siguientes criterios de inclusión.

Criterios de inclusión

- Exención de anticuerpos de DVB; cada individuo se someterá a ensayo en el ensayo de anticuerpos de
suero antes del transporte y al inicio del estudio (en la instalación de ensayo de los animales).
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- Exención de VDVB; la preparación de plasma y/o de la capa superficial de plasma coagulado anteado de
cada individuo se someterá a ensayo mediante un ensayo adecuado.

- Clínicamente sanos al inicio del estudio, juzgados tras un examen físico. El examen de salud de los animales
se logró de acuerdo con la actual práctica veterinaria, generalmente aceptada.

- Preñez confirmada por un examen físico antes de la inoculación. La preñez se encontraba entre los días 60-
90 en el momento de la inoculación, demostrada por registros de inseminación.

Cepa de ensayo A
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Cepa de ensayo B

Control de Preñez

La preñez se confirmó inmediatamente antes de la inoculación.

Inoculación de Vaquillas

La inoculación es el Día 0 del experimento.

En cada ventana nasal se administraron por vía intranasal, mediante una jeringa sin aguja, 3 ml del material de
ensayo. Cada vez se cogió una jeringa estéril nueva. La administración se realizó durante la fase de aspiración con el
fin de minimizar la pérdida de fluido a través de la expiración del material.

Observaciones post-inoculación

Recogida y examen de muestras de sangre

La sangre se recogió siguiendo procesos asépticos convencionales (desinfectando el sitio de la sangradura). Para
cada animal se utilizaron una nueva jeringa y aguja estériles.
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Recogida de sangre para preparar suero

Al menos 10 ml de sangre se recogieron de las vaquillas, inmediatamente antes de la inoculación, y luego se-
manalmente después de la infección y a la conclusión del estudio. El suero se almacenó a -20ºC hasta que se
requirió.

Recogida de sangre para el recuento de leucocitos y preparaciones de la capa superficial de plasma coagulado
anteado

Para el recuento de leucocitos, 3 ml de sangre se transfirieron inmediatamente después de la recogida a recipientes
estériles adecuados (Venoject, Terumo Europe N.V., Leuven, Bélgica), precargados con 0,06 ml de AEDT (0,235
MOL/L).

Para las preparaciones de la capa superficial de plasma coagulado anteado, al menos 15 ml de sangre se transfi-
rieron inmediatamente después de la recogida a recipientes estériles adecuados, pre-cargados con 0,1 ml de solución
de heparina (heparina Na para iny., 5.000 Ul/ml lote. A7B163A fecha de caducidad: 11/2000 Gedeon Richter RT,
Budapest, Hungría), proporcionando al menos 20 UI de heparina por ml de sangre en la muestra de sangre. Después
se mezcló cuidadosamente el contenido.

Para la preparación de la capa superficial de plasma coagulado anteado y el recuento de leucocitos, se extrajo
sangre de las vaquillas

• cada día, entre el Día 0 y el Día 14 después de la infestación;

• cada dos días, entre el Día 15 y el Día 40, o hasta que todos los animales eran negativos para el aislamiento
del virus durante tres momentos de muestreo consecutivos.

Preparación de suero

Se dejó que la sangre coagulara a la temperatura ambiente, y se separó por centrifugación. Cada muestra de suero
se dividió en dos partes alícuotas de al menos 2 ml cada una. Un conjunto de partes alícuotas se sometió a ensayo
mediante ELISA en cuanto a anticuerpos específicos de VDVB. El resto de los sueros se congeló y se almacenó a
-20ºC hasta que se requirió.

Recuentos de leucocitos

Los recuentos de leucocitos se determinaron con un dispositivo electrónico semi-automatizado contador Coulter
(Diatron Minicell-16, Messtechnik GmbH, Viena, Austria) con una precisión reivindicada de 0,1 x 109/l, 100/µl.
El instrumento se utilizó (calibración y recuentos de leucocitos) de acuerdo con las recomendaciones del fabri-
cante.

Preparación de capas superficiales de plasma coagulado anteado

Muestras de sangre heparínica se transportaron lo antes posible al laboratorio. El proceso de preparación de la
capa superficial de plasma coagulado anteado, siguiendo un procedimiento de laboratorio convencional se realizó bajo
condiciones asépticas (pipetas estériles, manipulación, banco limpio, etc.).

Las capas superficiales de plasma coagulado anteado obtenidas se re-suspendieron en un pequeño volumen (2 ml)
de RPMI 1640 y se congelaron a -70ºC en dos partes alícuotas de 0,5 ml. El 1 ml residual de las capas superficiales
de plasma coagulado anteado se utilizó inmediatamente para la determinación del VDVB asociado a las células de la
sangre mediante co-cultivo en un cultivo celular permisivo.

Ensayo ELISA de anticuerpos del suero de DVB

Cada muestra de suero se sometió a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos de VDVB utilizando un ensayo
ELISA adecuado y validado (ensayo de anticuerpos de VDVB SvanovirR nº de cat 10-2200-10). El ensayo se validó y
se realizó de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las muestras positivas se diluyeron de acuerdo con la
escala log2 para determinar los títulos de anticuerpos de VDVB.
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Ensayo(s) de antígenos de DVB

Cada muestra de capa superficial de plasma coagulado anteado se sometió a ensayo en cuanto a la presencia de
VDVB mediante co-cultivo de las capas superficiales de plasma coagulado anteado recién preparadas con células
susceptibles o una línea de células. No se permitió una congelación antes del co-cultivo.

El plasma se recogió y se proporcionó a Man-Gene procedente de cada muestra.

Observaciones clínicas

Observación de vaquillas

Los animales se examinaron diariamente desde los Días 0-42 post inoculación en cuanto a la presencia de síntomas
clínicos mediante un veterinario suficientemente entrenado.

Todos los síntomas clínicos se registraron y describieron por su naturaleza, consistencia/tacto, gravedad (ligera,
media o grave), localización, tamaño de la zona afectada, y serán valorados de acuerdo con las definiciones acordadas
y convencionales. Se otorgó una atención especial a los síntomas respiratorios (respiración, su tasa; descarga nasal u
ocular; conjuntivitis, estornudo, tos, etc.) y diarrea.

Temperaturas rectales

Las temperaturas rectales se midieron diariamente en cada vaquilla, a la misma hora del día (preferiblemente por
la mañana) 5 días antes de la inoculación hasta 21 días post infección.

Se continuó con la medición de la temperatura rectal hasta que cada animal tenía temperaturas rectales por debajo
o igual a 39ºC durante al menos 3 días consecutivos.

Detección de la preñez interrumpida

Se confirmó la preñez y la sospecha del aborto o la resorción del feto se estableció mediante un examen rectal. Un
veterinario entrenado examinó todos los animales en la inoculación, 1 y 2 meses post-inoculación. El examen se llevó
a cabo de acuerdo con la práctica veterinaria generalmente aceptada.

Se examinó diariamente a las vaquillas en cuanto a cualquier síntoma de aborto hasta la conclusión del estudio (8-
12 semanas post-enfrentamiento).

Terminación del Estudio

El estudio concluyó sacrificando a las vaquillas y extrayendo los fetos. Los fetos y el material fetal se transfirieron
a recipientes de transporte cerrados marcados con el número de vacas y la fecha/hora. Los recipientes se transportaron
a una sala de necropsia seleccionada.

No se requirió la necropsia de las vaquillas. La necropsia se realizó en fetos, se registraron los hallazgos y se
recogió un panel de muestras según se describe antes.

Examen Post-Mortem

En cada caso de muerte se realizó una necropsia detallada de los animales experimentales.

Los exámenes post-mortem se llevaron a cabo mediante un cirujano veterinario experimentado y los datos se
registraron en hojas de datos apropiadas. Ensayos de laboratorio adicionales se realizaron de acuerdo con los síntomas
clínicos y las lesiones observadas. Si el diagnóstico de la necropsia aludida se refería a una enfermedad provocada por
el agente microbiano, el diagnóstico se verificó mediante un ensayo apropiado, específico para el agente.

Cada muestra de tejido se recogió en al menos 2 recipientes etiquetados separados y se congelaron en nitrógeno
líquido. Las muestras se almacenaron a -70ºC hasta que se requirió.
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Fetos abortados y conclusión del estudio

De los fetos se recogieron al menos las siguientes muestras de tejido:

• exudado de la cavidad peritoneal o tórax, si está presente,

• nódulos linfáticos mesentéricos,

• bazo,

• timo,

• cerebelo,

• riñón,

• médula ósea procedente del esternón,

• muestra de la placenta, si está disponible.

Vaquillas muertas o sacrificadas

Se recogieron al menos las siguientes muestras de tejidos:

• sangre para la capa superficial de plasma coagulado anteado, si está disponible,

• sangre para el suero, si está disponible,

• parches de Peyer,

• nódulos linfáticos mesentéricos,

• bazo,

• riñón,

• útero, incluida una muestra de la placenta, si está disponible.

Almacenamiento y transporte de muestras

Las muestras se enviaron para el análisis de laboratorio según se requería por el patrocinador. La elección de
muestras y la regulación del transporte se acordaron con el monitor del estudio o el director del proyecto. Como un
asunto de principio general, se investigaron lo antes posible muestras procedentes del material abortado o de terneras
neonatas.
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Resultados

Mortalidad

La vaquilla nº 626 (Grupo 1) murió el Día 13 PI (post inoculación). La tabla siguiente resume los síntomas clínicos
observados y las lesiones reveladas durante la necropsia:

Estos hallazgos clínicos y groso-patológicos son consistentes con las lesiones inducidas por VDVB, por lo tanto
se puede concluir que el motivo de la muerte era la infección por VDVB.

Abortos después de la infección

En cada grupo una vaquilla tuvo un aborto clínico. La vaquilla nº 615 (Grupo 1) abortó el Día 38 PI, la vaquilla nº
469 (Grupo 2) abortó el Día 39 PI. Ambos fetos mostraron los síntomas de autolisis, y se estimó que morían al menos
3 -7 días antes del aborto (alrededor 32-35 DPI).

En el Grupo 1, no se encontró ningún feto en la vaquilla nº 526 durante el examen del matarife a la conclusión. La
groso patología del útero reveló lo siguiente:

• el cuerno uterino derecho estaba ligeramente agrandado,

• el resto de la placenta con autolisis avanzada se retuvo en el lumen.

Los hallazgos en el útero de la vaquilla nº 526 es consistente con un aborto “silencioso”, lo más probablemente
debido a una infección por DVB.

Observación clínica de vaquillas

Más abajo se presenta un resumen de los datos de observación clínica y la duración de los síntomas clínicos en los
grupos.
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Síntomas clínicos y los días post inoculación (DPI) cuando se observaron

Todos los animales del Grupo 1 infestados con XIKE-A exhibieron un amplio espectro de síntomas clínicos.
Los síntomas respiratorios aparecieron primero acompañados de pérdida de apetito, y unos pocos días más tarde las
vaquillas desarrollaron diarrea, con la excepción de la vaquilla nº 526. Una vaquilla murió y otra abortó (véase antes)
después de la infección. Todos estos síntomas eran consistentes con los síntomas esperados después de la infección
con una cepa virulenta de VDVB.

Todos los animales del Grupo 2 infestados con XIKE-B estaban libres de síntomas clínicos. Al mismo tiempo, una
vaquilla abortó durante el periodo de observación.
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Temperaturas rectales

No se detectaron cambios anormales de la temperatura antes de la infestación de los animales.

En el Grupo 2, todos los valores de temperatura permanecieron dentro del intervalo fisiológico del Día 0 al Día 21
después de la infestación.

Todos los animales del Grupo 1 mostraron una temperatura rectal elevada después de la infestación que se detec-
taron entre los Días 7-11 Pl.

Hallazgos a la Conclusión del Estudio

A la conclusión del estudio, se examinaron los fetos en el sacrificio.

No se recuperó un feto de la vaquilla nº 526 (véase la sección 10.2 “Abortos después de la Infestación”).

Se observaron los siguientes hallazgos en la necropsia de los fetos:

Los hallazgos sugieren que 2 animales del Grupo 1 (vaquillas nº 598 y nº 618) y un animal del Grupo 2 (vaquilla
nº 619) murieron varias semanas antes de la extracción y, así, se pueden considerar abortos.

Abortos Modificados por Hallazgos Post-Mortem

Después del examen post-mortem no resultó claro el por qué algunas de las vaquillas no abortaba. Los fetos
muertos deberían considerarse como abortos, por lo tanto la imagen clínica se modificó después de la conclusión del
estudio como sigue:
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Examen de las Muestras de Sangre

Recuento de leucocitos

El recuento WBC se interrumpió el Día 26 PI, ya que todos los animales se volvieron negativos para el aislamiento
del virus para este instante.

Para la comparación se consideraron como línea base individual 0 valores DPI.

En el Grupo 2, los recuentos de leucocitos nunca alcanzó 40% o más por debajo del valor de línea base hasta el
final del periodo de observación (26 DPI).

En el Grupo 1, un animal (vaquilla nº 598) tenía un recuento WBC por debajo del 40% de la línea base durante un
día.

Serología

Ninguno de los animales seleccionados tenía un anticuerpo específico para VDVB en sus sueros antes de la infes-
tación. Después de la infestación, todas las vaquillas supervivientes del Grupo 1 desarrollaron anticuerpos específicos
para VDVB, detectados 3 semanas PI y duraron hasta el final del periodo de observación en todos los animales de
estudio. En el Grupo 2, 4 de las 5 vaquillas tenía anticuerpos específicos para VDVB detectados a partir de 4 semanas
Pl. La respuesta medible de los anticuerpos duró sólo 3 animales hasta el final del periodo de observación. Los títulos
eran menores en el Grupo 2 que en el Grupo 1.

Detección del Virus mediante Co-Cultivo

Capas superficiales de plasma coagulado anteado

El VDVB se detectó en ambos grupos. La duración de la detección del virus se resume a continuación. Todas las
muestras se co-cultivaron inmediatamente después de la recogida, es decir sin congelación.
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Muestras de Tejidos

La presencia de virus de DVB en la vaquilla muerta y los fetos se resume a continuación:

Las muestras se co-cultivaron inmediatamente después de la recogida (es decir sin congelación), excepto los mar-
cados con “#” , de las que sólo estaban disponibles muestras congeladas.

Sumario de datos clínicos y de laboratorio relacionados con DVB
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Conclusión

El estudio pretendía confirmar la seguridad de XIKE-A y XIKE-B en animales preñados.

Diez vaquillas preñadas se seleccionaron de un rebaño VDVB negativo. En el ensayo se incluyeron dos grupos de 5
vaquillas: una se inoculó con la cepa de virus XIKE-A y la otra con la cepa de virus XIKE-B. El día de la inoculación,
las vaquillas se encontraban entre los días 60 y 90 de gestación.

Las vaquillas se vigilaron en cuanto a la presencia de síntomas clínicos de la infección por VDVB, incluidos los
abortos durante el periodo de observación. Se tomaron muestras de sangre de los animales para la serología, se efectuó
la detección de antígenos y se recontaron los leucocitos. El experimento se terminó 9 semanas tras la infestación. Se
sacrificó a las vacas que no abortaron, y se examinó y recogió el útero. Se recogieron muestra de órganos del feto
durante la necropsia rutinaria y se examinaron en cuanto a la infección por VDVB.

La presencia de una infección del feto era el parámetro de evaluación principal, compuesto por la cifra de morta-
lidad de las vacas relacionada con el VDVB, el número de abortos relacionados con el VDVB y el número de fetos
DVB positivos a la conclusión. Además del parámetro principal, se evaluaron síntomas clínicos característicos de una
infección por VDVB, viremia y recuento de leucocitos en vacas y la temperatura rectal después del enfrentamiento.

El virus XIKE-B demostró ser menos patógeno que XIKE-A, no obstante también en el grupo XIKE-B se obser-
varon un aborto relacionado con la DVB y la infestación del feto. Por lo tanto, se puede concluir que la inactivación
de la RNasa de Ems no previene una infestación fetal.

Ejemplo 2

XIKE-A-NdN de VDVB: determinación de la fetopatogenicidad en vaquillas preñadas

El gen Npro ha demostrado ser no esencial para el desarrollo de VFPC en cultivo tisular (Tratschin et al., 1998). A
pesar de que sigue faltando una prueba de la atenuación de VDVB como consecuencia de la deleción Npro, parecía ser
posible un papel de esta proteína en la interacción entre virus y huésped y realmente se indicó mediante experimentos
recientes para el VFPC (Mayer et al., 2004; Rüggli et al., 2003). Por lo tanto, los autores de la invención desearon
investigar si la deleción de la parte principal de la secuencia codificadora de Npro conduce a un virus que ya no infesta
al feto en vaquillas preñadas. El gen Npro , excepto los 4 codones 5’ terminales, se suprimió del clon pKANE40A de
ADNc de longitud completa de acuerdo con procesos convencionales. El clon de longitud completa mutante resultante
se utilizó como plantilla para la transcripción in vitro y el ARNc resultante se transfectá en células MDBK, según se
describe (Meyer et al., 2002). El virus recuperado se amplificó en el cultivo tisular y luego se utilizó en el experimento
con animales descrito más abajo. XIKE-B de VDVB sirvió como control, ya que antes se demostró que es capaz de
atravesar la placenta (Ejemplo 1).

Objetivo(s)/finalidad del estudio

El estudio pretende confirmar la seguridad de un VDVB atenuado vivo con una deleción genómica de la mayoría
de la región codificadora de Npro en animales preñados.

El material y los métodos empleados se describen en el Ejemplo 1.
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Diseño del estudio

Ocho vaquillas preñadas se asignaron al azar a dos grupos. Éstas se trataron y observaron de acuerdo con el
siguiente catálogo:

Resultados

Todas las vaquillas eran sanas y estaban preñadas al comienzo del estudio. Todos los animales demostraron estar
exentos de VDVB y anticuerpos de VDVB antes del inicio del estudio.

Preparación y Control del Virus utilizado para la Infestación

Las muestras se recogieron a lo largo de las etapas de dilución y se analizaron el día de la preparación, es decir sin
congelación mediante co-cultivo en un cultivo tisular adecuado. Los resultados de la titulación del virus se muestran
en la siguiente tabla.
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Síntomas clínicos de Infestación por VDVB

La tabla que figura más abajo proporciona un resumen sobre los animales con síntomas clínicos durante el periodo
de observación.

Síntomas clínicos y los días post inoculación (DPI) cuando se observaron

En algunos de los animales en cada grupo se observaron sólo síntomas clínicos suaves y transitorios.

En el Grupo 1, una de las 5 vaquillas había perdido apetito el día 8 Pl. En el Grupo 2, dos de los 3 animales tenía
síntomas clínicos. Ambas vaquillas experimentaron tos en torno al día 21 PI que iba acompañado de pérdida de apetito
en uno de los animales.

Temperaturas rectales

No se detectaron cambios anormales de la temperatura antes de la inoculación de los animales. Los pocos casos de
temperaturas elevadas medidas después de la inoculación se resumen en la tabla que figura más abajo.

En cada grupo un animal tenía una temperatura ligeramente elevada, y también en cada grupo un animal tenía
fiebre. La fiebre se detectó el día 8 ó 9 Pl. Los valores de temperatura siempre volvieron a un valor normal al día
siguiente.

Recuentos de leucocitos

Una cierta leucopenia se observó en todos los grupos entre los días 3 - 8 Pl. El número de animales con al menos
una reducción del 40% en el recuento de leucocitos era el siguiente:
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Serología (anticuerpos de VDVB)

De acuerdo con el protocolo de estudio, todas las vaquillas estaban exentas de anticuerpos de VDVB antes de
la vacunación. En el Grupo 1 (inoculado con XIKE-A NdN) y el Grupo 2 (inoculado con XIKE-B), se detectó una
seroconversión completa sólo al término del estudio (2 meses después de la inoculación).

Aislamiento del virus de DVB a partir de capas superficiales de plasma coagulado anteado

No se detectó viremia.

Aislamiento de virus de DVB a partir de muestras de tejido fetal

Conclusión

La deleción Npro dio como resultado una atenuación considerable del VDVB en comparación con el virus XIKE-
A parental, que demostró ser muy patógeno (Meyer et al., 2002). Sin embargo, la deleción Npro sola no previene la
transmisión de un virus basado en NY93 recombinante con el feto después de la inoculación de vacas preñadas.

Ejemplo 3

XIKE-B-NdN de VDVB: determinación de la fetopatogenicidad en vaquillas preñadas

Para ser capaces de ensayar el potencial de una combinación de la inactivación de RNasa y la deleción de Npro

con respecto a la atenuación del VDVB y la transmisión fetal, se establecieron diferentes mutantes VDVB-2 con
deleciones dentro de la región codificadora de Npro, basadas en el clon pKANE40B de ADNc infeccioso, el mutante
RNasa negativo de pKANE40A con una deleción del codón 349. Los virus recuperados se analizaron con respecto a a
la presencia de las mutaciones deseadas, la ausencia de mutaciones de segundo sitio en las regiones que flanquean los
cambios introducidos y sus características de crecimiento en cultivo tisular. XIKE-B-NdN (V-pK88C), una variante
que contiene una deleción de la región codificadora completa de Npro, excepto los codones 1 a 4, además de la deleción
inactivante de RNasa del codón 349 se eligió para un experimento con animales, ya que combinaba las mutaciones
deseadas con aceptables características de crecimiento. El objetivo del estudio era confirmar la seguridad de un aislado
de VDVB atenuado vivo en animales preñados.

Cinco vaquillas preñadas, VDVB-negativas, se inocularon por vía intranasal con una dosis infectiva de 105 DCIT50/
animal XIKE-B-NdN (en la Tabla 3.1 se describen datos de retrotitulación). Los datos clínicos se registraron diaria-
mente. Las muestras de sangre se recogieron para el recuento de leucocitos, para la preparación de la capa superficial
de plasma coagulado anteado y la serología. Después de terminar el estudio se recogieron tejidos fetales para el aisla-
miento del virus.

Material y métodos

Como se detalla para el ejemplo 1:
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Resultados

No se observaron datos clínicos (datos no mostrados). Los recuentos de leucocitos permanecieron virtualmente sin
cambios, excepto por una disminución significativa en aprox. el 40% por debajo del valor de línea base (día 0) en la
vaquilla nº 1015 en un solo día (día 6 p.i.) (datos no mostrados).

a) Análisis de preparaciones de la capa superficial de plasma coagulado anteado

Aproximadamente 106 leucocitos se cultivaron por duplicado con células MDBK en placas de cultivo tisular de 24
pocillos durante 5 días. Las muestras se congelaron-descongelaron dos veces. Partes alícuotas de cien microlitros de
muestras descongeladas se inocularon sobre placas de cultivo tisular de 24 pocillos recién sembradas y se sometieron
a ensayo en cuanto a virus mediante tinción por inmunofluorescencia indirecta (anticuerpo monoclonal (amc) código
4, dirigido contra un epítopo conservado en la proteína NS3 no estructural). Ningún VDVB podría aislarse de las
preparaciones de la capa superficial de plasma coagulado anteado de los animales nºs 921, 1013, 1015, 1055 y 1075
(Tabla 3.2), mientras que los controles positivos mostraron claramente la realización correcta del ensayo.

b) Examen post-mortem de tejidos fetales

Después de terminar el estudio se recogieron los siguientes tejidos fetales para el aislamiento del virus. bazo, riñón,
timo, esternón, cerebelo, placenta, intestino y fluido abdominal. En síntesis, las suspensiones de tejidos se realizaron
en un mortero utilizando arena de mar estéril y PBS helada sin Ca2+ ni Mg2+. Los morteros se aclararon con 1 ml de
PBS helada sin Ca2+ ni Mg2+ y las suspensiones se centrifugaron durante 10 min a 2000 x g (4ºC). El sobrenadante se
hizo pasar primero a través de un soporte de filtro desechable de 0,45 µm, seguido de un paso por un segundo filtro
(0,2 pm de tamaño de poro). El aislamiento del virus se llevó a cabo por duplicado (400 µl de suspensión de tejido
fetal ó 100 µl de fluido fetal abdominal) en una monocapa de células MDBK en una placa de cultivo tisular de 24
pocillos (37ºC, 7% de CO2). Las muestras de tejido se controlaron diariamente en cuanto a los efectos citopáticos o la
contaminación bacteriana, y después de un tiempo de incubación de 5 días, las placas se congelaron y descongelaron
dos veces. 100 µl de muestras se hicieron pasar a células MDBK recién sembradas. El virus se detectó por tinción de
inmunofluorescencia indirecta (amc Código 4). No se pudo detectar un VDVB en las muestras de tejidos o el fluido
fetal abdominal (Tabla 3.3).

c) Hallazgos Serológicos

Los títulos de neutralización del suero se determinaron antes de la inoculación, 1 mes post-inoculación y a la con-
clusión del estudio. Los sueros procedentes de todos los animales se sometieron a ensayo por triplicado para neutralizar
anticuerpos contra NY93/C, y la dilución de punto final se leyó mediante tinción por inmunofluorescencia indirecta.
Los resultados se expresaron como la dilución de punto final, que neutralizaba aproximadamente 100 DCIT50 y se
calcularon por el método de Kaerber. No se pudieron obtener datos definitivos para el día 0, y 1 y 2 semanas post
infección, ya que los sueros eran tóxicos para las células MBDK en diluciones hasta 1:16 y no se pudo detectar una
neutralización a diluciones mayores. Comenzando con la tercera semana post-vacunación todos los animales desarro-
llaron anticuerpos neutralizantes contra el virus NY’93/C de VDVB homólogo y dura hasta el final del experimento
(Tabla 3.4 y Fig. 1).

d) Conclusiones

Los datos obtenidos durante el estudio con los animales demuestran claramente que XIKE-B-NdN de VDVB
representa un virus muy atenuado. En contraposición al virus de tipo salvaje o los mutantes sencillos XIKE-B o
XIKE-A-NdN que muestran una transmisión fetal en vaquillas preñadas a altas tasas, el mutante doble no atravesó la
placenta. XIKE-B-NdN de VDVB, así como mutantes dobles similares son extremadamente adecuados para uso en
una vacuna viva atenuada.

Estudio Nº.: B01 BIVIO20 y B01 BIVIO22

TABLA 3.1

Retro-titulación de Virus
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Eficacia y estudio de protección cruzada

Se ha de enfrentar uno con dos posibles problemas con respecto a la vacunación con mutantes de virus atenuados
XIKE-B de VDVB o XIKE-B-NdN de VDVB. Primero, existe un problema general concerniente a la protección
cruzada entre VDVB-1 y VDVB-2. Al menos la vacunación con vacunas de VDVB-1 inactivadas no prevenía la
transmisión de VDVB-2 al feto en animales preñados. Dado que la protección contra la infección fetal representa
el objetivo principal de una vacunación anti VDVB, no se puede considerar que vacunas de este tipo induzcan una
inmunidad protectora en un amplio intervalo. Por lo tanto, la cuestión era si la vacunación con VDVB-2 atenuado vivo
no puede prevenir la transmisión al feto. En segundo lugar, las tasas de crecimiento reducidas de XIKE-B-NdN de
VDVB podrían dar como resultado sólo un bajo nivel de protección, incapaz de prevenir la infección transplacenta
del feto en vaquillas preñadas. Para enfrentarse a estos problemas, se inició un estudio con animales. Los animales (2
grupos de 10 animales cada uno) se vacunaron con XIKE-B o XIKE-B-NdN de VDVB (dosificación pretendida: 1 ml
de sobrenadante con 105 DCIT50 de virus; la retro-titulación se muestra en la Tab. 3.5). Ninguno de los animales mostró
síntomas clínicos significativos después de la vacunación, excepto un animal del grupo control no vacunado con tos
suave durante un día. Los valores de la temperatura rectal se encontraban por debajo de 39ºC, excepto un animal
del grupo control no vacunado que tuvo 39,1ºC durante un día. Muestras de la capa superficial de plasma coagulado
anteado, preparadas después de la vacunación, se analizaron en cuanto a la presencia de virus según se describe antes.
Los experimentos demostraron que sólo 5 de los 20 animales contenían virus en la sangre durante 1 ó 2 días a los 4
hasta 8 días post-infección (Tab. 3.6).

TABLA 3.5

Retro-Titulación de Virus utilizados para la vacunación
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Cuatro semanas después de la vacunación, se llevó a cabo la inseminación de los animales. Las infecciones de
enfrentamiento se realizaron 60 a 90 días más tarde, utilizando una cepa de VDVB-1 (KE-9 de VDVB, enfrentamiento
heterólogo, animales vacunados con XIKE-B) o una cepa de VDVB-2 heteróloga (KE-13 de VDVB, enfrentamiento
homólogo, animales vacunados con XIKE-B-NdN) (dosificación pretendida: 105 DCIT50 en 6 ml; la retro-titulación se
muestra en la Tab. 3.7). A partir de cada grupo de animales vacunados, se seleccionaron al azar 5 vaquillas preñadas
para la infección de enfrentamiento. Los animales vacunados con XIKE-B de VDVB se enfrentaron con la cepa KE-9
de VDVB-1, mientras que las vaquillas vacunadas con XIKE-B/NdN de VDVB se enfrentaron con KE-13 de VDVB-
2. Además, 2 animales control no vacunados se infestaron con cada uno de los virus de enfrentamiento.

Estudio Nº./Id.: B01 BIVIO20/Tü XIKE-B-NdN de VDVB; Estudio de protección fetal

TABLA 3.7

Retro-titulación de Virus de enfrentamiento

Los animales vacunados no mostraron viremia ni síntomas clínicos tras la infección de enfrentamiento. El en-
frentamiento tuvo éxito, ya que todos los controles no vacunados eran VDVB positivos (Tab. 3.8). En los grupos
control sólo se observaron síntomas suaves de la enfermedad. Los recuentos de leucocitos eran casi normales (no
mostrados).
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Los títulos de neutralización del suero se determinaron antes de la inoculación, 1 mes post-inoculación, antes del
enfrentamiento, 1 mes después del enfrentamiento y a la conclusión del estudio. Los sueros procedentes de todos los
animales se sometieron a ensayo por triplicado para neutralizar anticuerpos contra KE9 y NY93/C (1456NAsa), y la
dilución de punto final se leyó mediante tinción por inmunofluorescencia indirecta. Los resultados se expresaron como
la dilución de punto final, que neutralizaba aproximadamente 100 DCIT50 y se calcularon por el método de Kaerber.
En algunos de los altos títulos de anticuerpos, la dilución de punto final utilizada no era suficientemente alta. Contra
KE9, sólo animales vacunados con XIKE-B desarrollaron bajos títulos de anticuerpos, comenzando aproximadamente
la semana 4. En el enfrentamiento, todos los animales tenían títulos de anticuerpos que aumentaron considerablemente
comenzando en torno a la semana 4 post enfrentamiento. Animales vacunados con XIKE-B tenían títulos de anticuer-
pos mayores que los vacunados con XIKE-B-NdN. Todos los animales desarrollaron aproximadamente el mismo título
de neutralización contra NY93/C cuatro semanas post vacunación, con títulos marginalmente menores en animales va-
cunados con XIKE-B-NdN. Después del enfrentamiento, todos los animales tenían altos títulos de anticuerpos. La fig.
2 muestra el análisis de neutralización del suero contra KE9 (VDVB-1) y la fig. 3 muestra el análisis de neutralización
del suero contra NY93/C (VDVB-2).

El análisis de las muestras de tejidos, obtenidas tras la conclusión del estudio de los fetos, reveló que el material
obtenido de los animales vacunados dio resultados negativos, mientras que la transmisión había ocurrido en los 4
animales control (Tab. 3.9). Así, es claro que los mutantes de VDVB-2 establecidos son bien adecuados como virus
vacuna de protección cruzada eficaces.

(Tabla pasa a página siguiente)
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Conclusión

El enfrentamiento tuvo éxito, ya que todos los controles no vacunados eran VDVB virémicos y los fetos de todos
los controles no vacunados eran VDVB positivos.

Los dos aislados proporcionaron una protección completa bajo el presente ensayo y las condiciones de análisis.
El aislado XIKE-B, con el marcador genético sencillo demostró proteger cruzadamente contra el enfrentamiento el
VDVB de tipo 1 en términos de virema por DVB y la transmisión del feto después del enfrentamiento. El aislado
XIKE-B, con el marcador genético doble era capaz de proteger completamente contra un enfrentamiento de VDVB de
tipo 2 heterólogo en términos de virema por DVB y la transmisión del feto después del enfrentamiento.

1. El aislado XIKE-B (aislado de tipo 2) demostró una protección cruzada contra el enfrentamiento de VDVB
de tipo 1 en términos de virema por DVB y la transmisión del feto después del enfrentamiento bajo las presentes
condiciones de ensayo y análisis (n=4).

2. El aislado XIKE-B (aislado de tipo 2) totalmente protegido contra el enfrentamiento de VDVB de tipo 2 en
términos de virema por DVB y la transmisión del feto después del enfrentamiento bajo las presentes condiciones de
ensayo y análisis (n=5).

Ejemplo 4

Establecimiento de mutantes de Npro

Análisis adicionales de mutantes de VDVB-2 con deleciones Npro. Se establecieron diferentes mutantes con dele-
ciones en la región codificadora de Npro del genoma. Inicialmente, se introdujeron sólo deleciones verdaderas o una
deleción acompañado por una mutación puntual.

A: Npro]1-[C-term];

B: [Npro]3-[C-term];

C: [Npro]4-[C-term];

D: [Npro]6-[C-term];

E: [Npro]4-[C-term];

En las fórmulas [Npro]x representa el número de residuos del extremo amino de Npro que se dejan en los aminoácidos
de la poliproteína mutados, [C-term] es la poliproteína completa, excepto Npro (que comienza con la proteína C y
termina con NS5B), y [C-term*] es el mismo que [C-term], pero con una mutación en la posición 2 de la proteína C
(N en lugar de D).

Las tasas de crecimiento de los virus recuperados eran considerablemente menores que las de XIKE-A de tipo
salvaje o el mutante XIKE-B RNasa negativo. Hay dos posibles explicaciones para este hallazgo: (i) dependiente de la
cepa de virus, las secuencias de longitud variable de la región codificadora de Npro son necesarias para el inicio de una
traducción eficaz (Myers et al., 2001; Tautz et al., 1999) y (ii) la fusión de secuencias adicionales al extremo amino
de la proteína de la cápsida interfiere con la función de la proteína de la cápsida.

Para obtener mejores mutantes por deleción Npro en desarrollo, se generó un segundo conjunto de mutantes con un
gen ubiquitina bovino o un fragmento de la secuencia codificadora de LC3 bovina que reemplaza a la parte principal
del gen Npro. Estas construcciones permiten una traducción eficaz y generan una proteína de la cápsida con el extremo
amino correcto.

[Npro]22-[PS]-C-term]

en donde PS es ubiquitina o LC3, C-term es la poliproteína completa, excepto Npro (comenzando con la proteína C y
terminando con NS5B).

Las tasas de crecimiento de estos mutantes eran más similares a lo que se determinó para XIKE-A. Incluso pa-
reció que los dos virus RNasa positivos de acuerdo con la fórmula [Npro]22-[PS]-[C-term], denominados V-pK87F y
V-pK87G, no mostraron en absoluto un retardo significativo del crecimiento, mientras que la parte antagonista V-
pk88G RNasa negativa estaba, de nuevo, algo impedida en la propagación, pero en menor medida que los mutantes
anteriormente descritos.
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Ejemplos adicionales de mutantes por deleción de Npro pueden ser:

También puede ser posible utilizar variantes de esta secuencia con una o varias mutaciones. Puede esperarse que
sean funcionales especialmente las variaciones que se producen de forma natural tal como se encuentran en otros
pestivirus. Por lo tanto, la lista completa de las variantes ensayadas o propuestas con las diferentes partes del extremo
amino-terminal de Npro se puede ampliar por conjuntos equivalentes con intercambios de aminoácidos. En lo que
sigue se dan ejemplos típicos de las secuencias respectivas para varios pestivirus, pero las posibles variaciones no
están limitadas a estos ejemplos.

Así, estas variantes pueden incluir, por ejemplo: MELI-[PS]0-[C-term];
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Estas fórmulas también pueden tener [PS]1, es decir PS también puede ser una de las PS según se describe en esta
memoria.

Las secuencias que pertenecen a la proteína Npro figuran en letra itálica. Los intercambios de aminoácidos con
respecto a la secuencia de NewYork93/C de VDVB figuran en negrillas.

Ejemplos adicionales se pueden encontrar, p. ej., utilizando los números de acceso a GenBank dados en Becher et
al., 2003, Virology 311, 96-104, o mediante búsquedas de datos de la secuencia convencionales.

Una posibilidad adicional podría ser el uso de una señal de procesamiento (PS) insertada entre la secuencia Npro

(residual) y el extremo amino de la proteína de la cápsida. La PS conduce a una escisión que genera una proteína de
la cápsida funcional. La configuración de este tipo de construcciones podría ser como sigue:

[Npro]22-PS[C-term]

PS: señal de procesamiento. Puede ser una diana para una proteasa (p. ej. ubiquitina, LC3 según se define en esta
memoria o una proteasa o un péptido inestable que conduce al procesamiento en su propio extremo carboxi, tal como,
p. ej. inteína (Chong et al. 1998 y referencias en el mismo) ó 3C de picornavirus, 2A de cardiovirus o aftovirus, p15
de virus de la enfermedad hemorrágica de conejo o la correspondiente proteasa de otros calicivirus (Proter 1993, y
referencias en el mismo; Meyers et al., 2000 y referencias en el mismo).

Cuando se utiliza una PS, es posible un gran número de variantes diferentes, ya que la PS asegura la generación
del extremo amino correcto de la proteína C o de la cápsida. Así, cuando se utiliza una construcción de PS, se espera
que resulten todos los tipos de deleciones o mutaciones de la secuencia Npro en mutantes viables en tanto que el marco
de lectura no sea desplazado ni la traducción sea detenida por un codón de detención del marco. Como ejemplo, los
autores de la invención establecieron un mutante por deleción variable de Npro de VDVB de acuerdo con la fórmula

[Npro]29-PS[C-term]

Especialmente interesantes podrían ser mutaciones de Npro que bloquean la actividad proteolítica de la proteína.
Rümenapf et al. (1998) han publicado la identificación de los residuos de sitio activo de la proteasa para Alfort
Tübingen de VFPC. Los aminoácidos respectivos (ácido glutámico en la posición 22, histidina en la posición 49 y
cisteína en la posición 69) están conservados para otros pestivirus. Así, intercambios de cualquier aminoácido, excepto
serina o treonina por la cisteína en la posición 69 darán como resultado la destrucción de la actividad de proteasa. De
manera similar, el cambio del ácido glutámico en la posición 22 dará como resultado, lo más probablemente, la
inactivación de la proteasa, a menos que el nuevo aminoácido sea ácido aspártico. De manera similar, la mayoría, si
no todos los intercambios en la posición 49 conducirán a una proteasa inactiva).
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REIVINDICACIONES

1. Un pestivirus atenuado, con al menos una mutación en la secuencia codificadora de la glicopoteína Ems y al
menos otra mutación en la secuencia codificadora de Npro, en donde dicha mutación en la secuencia codificadora de la
glicopoteína Ems conduce a la inactivación de la actividad de RNasa que reside en Ems y dicha mutación en la secuencia
codificadora de Npro conduce a la inactivación de dicha Npro.

2. El virus de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dichas mutaciones se seleccionan del grupo de deleciones,
mutaciones por inserción y/o mutaciones por sustitución.

3. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha o dichas mutaciones son
deleciones.

4. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho pestivirus es un virus de la
diarrea viral bovina (VDVB).

5. El virus de acuerdo con la reivindicación 4, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora de
la glicoproteína Ems están localizadas en la secuencia de nucleótidos codificadora, correspondiente a los aminoácidos
en las posiciones 298 a 310 y/o en las posiciones 341 a 360.

6. El virus de acuerdo con la reivindicación 4 ó 5, en donde dicha mutación en la secuencia codificadora de la
glicoproteína Ems es una deleción o sustitución de la histidina en la posición 349.

7. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha o dichas mutaciones en la
secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están situadas en la secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia
de Ems conservada SLHGIWPEKICTG y/o LQRHEWNKHGWCNWFHIEPW.

8. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha o dichas mutaciones
en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están localizadas en la secuencia de nucleótidos que codifica la
secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC y/o RHEWNKHGWCNW.

9. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha o dichas mutaciones
en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems están localizadas en la secuencia de nucleótidos que codifica la
secuencia de Ems conservada SLHGIWPEKIC y/o RHEWNKHGWCNW.

10. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha mutación en la secuencia
codificadora de la glicoproteína Ems es una mutación sencilla localizada en la secuencia de Ems conservada SLHGIW
PEKIC y/o RHEWNKHGWCNW.

11. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha o dichas mutaciones en la
secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]x-[PS]y-[C-term]

y en donde:

[Npro] se refiere a la porción Npro de dicha poliproteína, en donde “x” representa el número de aminoácidos de la
Npro presente en la poliproteína; y en donde:

[PS] se refiere a una señal de procesamiento seleccionada del grupo consistente en: ubiquitina, LC3, SUMO-
1, NEDD8, GATE-16 o GABA(A)RAP), inteína, 3C de picornavirus, 2A de caridovirus o p15 de virus de la
enfermedad hemorrágica del conejo; y en donde:

“Y” puede ser = 0, lo que significa que no está presente una señal de procesamiento, o

“Y” puede ser = 1, lo que significa que está presente una señal de procesamiento, y en donde:

[C-term] se refiere a la poliproteína completa del virus, excepto Npro, pero que incluye la proteína de la cápsida
(C) y cualquier otra proteína presente en la poliproteína del virus, incluida la NS5B carboxi-terminal; y en donde:

si “y” es = 0, entonces “x” es 0 a 12, (significa que no está presente ningún aminoácido específico de Npro o están
presentes 1 a 12 aminoácidos de Npro); y en donde:

si “y” es = 1, entonces “x” es 0 a 168; (significa que no está presente ningún aminoácido específico de Npro o están
presentes 1 a todos los 168 aminoácidos de Npro).
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12. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]1-[PS]0-[C-term]

13. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]3-[PS]0-[C-term]

y en donde las definiciones son como se definen en la reivindicación 11.

14. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]4-[PS]0-[C-term]

15. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]6-[PS]0-[C-term]

16. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]4-[PS]0-[C-term]

y en donde [C-term]* es = [C-term], en donde en la proteína C el aminoácido en la posición 2 está cambiado de D
a N.

17. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la siguiente fórmula:

[Npro]x-[PS]1-[C-term]

y en donde PS se selecciona del grupo de ubiquitina o LC3.

18. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicho virus es VDVB, y en donde la o las mutaciones
en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada según se caracteriza por una fórmula
seleccionada del grupo que consiste en:
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19. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicho virus es VDVB, y en donde dicha o dichas
mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada según se caracteriza por una
fórmula seleccionada del grupo que consiste en:

20. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicho virus es VDVB, y en donde dicha o dichas
mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada según se caracteriza por una
fórmula seleccionada del grupo que consiste en:

21. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicho virus es VDVB, y en donde dicha o dichas
mutaciones en la secuencia codificadora de Npro conducen a una poliproteína codificada según se caracteriza por la
fórmula:

[Npro]x-[PS]0-MELF-[PS]0-[C-term*];

y en donde [C-term]* es = [C-term], en donde en la proteína C el aminoácido en la posición 2 está cambiado de D
a N.

22. El virus de acuerdo con la reivindicación 11, en donde dicha o dichas mutaciones en la secuencia codificadora
de Npro conducen a una poliproteína codificada, según se caracteriza por la fórmula:

[Npro]22-[PS]1-[C-term]

y en donde PS es ubiquitina o LC3.

23. El virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, en donde la [PS]0 está reemplazada
por [PS]1, y en donde dicha PS se selecciona del grupo que consiste en: ubiquitina, LC3, SUMO-1, NEDD8, GATE-
16 o GABA(A)RAP, inteína, 3C de picornavirus, 2A de caridovirus y p15 de virus de la enfermedad hemorrágica del
conejo.

24. El VDVB de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 23, en donde dicho VDVB se selecciona
del grupo de VDVB tipo 1 o VDVB tipo 2.
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25. El VDVB de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 24, en donde el VDVB tiene la secuencia
de SEQ ID nº 8.

26. Una composición que comprende el virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y una
solución.

27. La composición de acuerdo con la reivindicación 26, que induce una respuesta inmunológica en un animal.

28. La composición de acuerdo con la reivindicación 26 ó 27, que es una vacuna.

29. La composición de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en donde dicha composición
comprende, además, un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

30. Uso de un virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 en la fabricación de una vacuna
para la profilaxis y el tratamiento de una infección por pestivirus.

31. Uso de un VDVB de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 25 en la fabricación de una vacuna
para la profilaxis y el tratamiento de una infección por VDVB.

32. Una molécula de ácido nucleico que comprende el ácido nucleico que codifica un VDVB vivo atenuado de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 25.

33. La molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 32, en donde dicha molécula de ácido nucleico
es ADN.

34. La molécula de ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 32, en donde dicha molécula de ácido nucleico
es ARN.

35. Un método para atenuar un pestivirus, caracterizado porque en un pestivirus se genera al menos una mutación
en la secuencia codificadora de la glicoproteína Ems y al menos otra mutación en la secuencia codificadora de Npro.

36. El método de acuerdo con la reivindicación 35, que comprende las siguientes etapas:

a) transcripción inversa de una secuencia de nucleótidos de pestivirus de tipo salvaje en un ADNc;

b) clonar dicho ADNc;

c) introducir mutaciones seleccionadas del grupo de deleciones, mutaciones por inserción y/o mutaciones por
sustitución en dicho ADNc, en donde dichas mutaciones se localizan en la secuencia codificadora que
codifica la glicoproteína Ems y la proteasa Npro,

d) incorporar el ADNc en un plásmido o en un virus de ADN capaz de dirigir la transcripción del ADNc del
pestivirus en ARN in vitro o tras la infección de células adecuadas.

37. El método de acuerdo con la reivindicación 35 ó 36, en donde dicho pestivirus es VDVB.

38. Uso de VDVB de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 25 o una composición de acuerdo con
las reivindicaciones 26 a 29, para la fabricación de una vacuna para la reducción de síntomas de infección por VDVB,
tal como viremia y leucopenia y/o pirexia y/o diarrea.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH
<120> Virus de la diarrea viral bovina (VDVB) atenuado
<130> Case 1/1716
<160> 12
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1
<211> 12332
<212> ADN

<213> VDVB de tipo salvaje: XIKE-A

<400> 1
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<210> 2
<211> 11840
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial: VDVB Mutado: XIKE-A-NdN
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<210> 3
<211> 12329
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial: VDVB Mutado: XIKE-B

<400> 3
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<210> 4
<211> 11837
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial: VDVB Mutated: XIKE-B-NdN

<400> 4
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<210> 5
<211> 3913
<212> PRT
<213> VDVB de tipo salvaje: XIKE-A
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<210> 6
<211> 3749
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial: VDVB Mutado: XIKE-A-NdN

<400> 6
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<213> Secuencia Artificial: VDVB Mutado: XIKE-B
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<213> Secuencia Artificial: Secuencia XIKE-C de BVDV
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial:XIKE-C-NdN

<400> 12

90



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

91



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

92



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

93



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

94



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

95



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

96



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

97



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

98



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

99



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

100



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

101



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

102



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 321 210 T3

103


	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

