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ES 2508916 T3

DESCRIPCION
Mutante del Virus de la Diarrea Viral Bovina para uso en una vacuna

La presente invencidén se refiere a una vacuna que comprende un mutante de un pestivirus, expresando dicho
mutante todas las proteinas estructurales del pestivirus y al uso de dicha vacuna para proteger la vida del ganado
frente a la infeccidén con un pestivirus.

Los animales se pueden proteger frente a los pestivirus mediante vacunacion, sin embargo, las vacunas vivas
inactivas o modificadas convencionales presentan desventajas con respecto a la seguridad asi como a la eficacia.
Por lo tanto, se deberian desarrollar nuevos tipos de vacunas.

Los pestivirus se pueden dividir en dos biotipos diferentes, virus citopatdgenos (cp) y no citopatégenos (ncp),
respectivamente. El virus de la diarrea viral bovina (BVDV), un miembro del género Pestivirus dentro de la familia
Flaviviridae es el agente causal de la diarrea bovina, una enfermedad econémicamente importante del ganado
vacuno en todo el mundo. Especies de virus muy relacionadas, genética y estructuralmente, son el Virus Clasico de
la Peste Porcina (CSFV) y el Virus de la Enfermedad de la Fronteras en ovinos (BDV). Los pestivirus pueden inducir
varias enfermedades con pérdidas econémicas notables en todo el mundo. Las principales pérdidas econémicas
causadas por las infecciones con BVDV son fertilidad reducida, abortos y la generacion de terneros infectados
persistentemente, que pueden desarrollar la "Enfermedad de las Mucosas" mortal. El genoma del pestivirus consiste
en un ARN monocatenario de orientacion positiva. EI ARN tiene una longitud de aproximadamente 12,3 kb y
contiene una fase de lectura abierta (ORF) grande, que esta flanqueada por regiones sin traducir (NTR) en ambos
extremos del genoma. La ORF pestiviral se traduce en una poliproteina, que se procesa de forma co- y post-
traduccion en 12 proteinas maduras mediante proteasas virales y celulares. En NS3 del BVDV cp se expresa de
forma mas eficaz, por ejemplo, debido a inserciones que permiten una escisién mas eficaz de las proteinas NS2 y
NS3 no estructurales. Por lo tanto, el BVDV cp se caracteriza por cantidades mas elevadas notables de NS3
detectable en cultivos de células infectadas. La primera proteina de la ORF pestiviral es la Npro (proteasa N-
terminal). La Npro es una autoproteasa no estructural que se escinde por si misma del resto de la poliproteina
codificada por la ORF, y de ese modo crea su propio extremo C y ademas el extremo N correcto para la primera
proteina estructural en la ORF, la proteina C (nlcleo). La Npro no tiene eauivalentes en otros flavivirus.

La proteina C en la ORF va seguida de otras proteinas estructurales: E NS E1, E2 (en ese orden). En conjunto, la
proteina de la capside (C) y las tres proteinas de envoltura glicosiladas (ERNS, E1, E2) constituyen el virion pestiviral.
Las proteinas estructurales van seguidas de las proteinas no estructurales (p7, NS2-NS3 y NS3, NS4A, NS4B,
NS5A, y NS5B). La NS3 (serina proteasa) y la NS5 (actividad de polimerasa de ARN dependiente de ARN) estan
implicadas directamente en la replicacion viral.

Los pestivirus se pueden clasificar diferentes formas. Para el BVDV, se pueden distinguir diferentes genotipos
(BVDV-1 y BVDV-2). Ademas, se pueden distinguir dos biotipos diferentes después de la infeccion de células
cultivadas, denominadas cepas citopaticas (cp) y cepas no citopaticas (ncp).

Los genotipos se basan en la divergencia en la secuencia del genoma viral.

La infeccién de las células cultivadas con una cepa cp conduce a la lisis de las células, mientras que la infeccién con
una cepa ncp no parece que cause ningun dario celular.

Por lo general se cree que las cepas cpBVDV se desarrollan a partir de cepas ncpBVDV mediante la
reestructuracion del genoma viral. Para BVDV, en aislados de ncp se observa principalmente NS2-NS3 sin procesar,
aunque se pueden detectar cantidades bajas de NS3. Por el contrario, en aislados de cp la parte de C terminal de
NS2-3 aparece en cantidades mas elevadas, la proteina NS3.

En CP7 aislado de BVDV, se demostr6 que una insercién de 27 nucleétidos en la region que codifica a NS2 era
suficiente para mediar una escision de NS2-3 eficaz, y transmitia citopatogenia (Tautz et al., J. Virol., 73 (11), 9422-
9432, 1999).

Los biotipos diferentes de BVDV se han asociado con diferentes formas de enfermedad.

Ademas, la infeccién con BVDV tiene la capacidad de causar una infeccion persistente (PI) en el feto en desarrollo.
Cuando el ganado en estado de gestacién, susceptible a la infeccion, se expone a un BVDV no citopatico (entre 42 y
110 dias de gestacion) puede nacer un ternero infectado de forma persistente (Pl). Los terneros infectados de forma
persistente son inmunotolerantes a la cepa del BVDV que infectd al feto. Por lo tanto, los terneros Pl son portadores
eficaces para toda la vida del virus y son la causa mas importante de difusiéon del virus en el ganado susceptible en
todo el mundo. Por lo tanto, este sindrome de Pl crea una necesidad de altos niveles de inmunidad hacia BVDV a
partir de vacunas para evitar estas infecciones.

Para BVDV, se puede hacer una subdivisiéon en cepas BVDV-1 y cepas BVDV-2. BVDV-1 y -2 se pueden distinguir
entre si por PCR diferencial o por secuenciacion de acidos nucleicos. Recientemente, los dos genotipos se han
subdividido adicionalmente en todos subgenotipos tales como BVDV1a, BVDV1b, BVDV2a y BVDV 2b. Se conocen
mas de 11 subtipos de BVDV 1.
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Los estudios sobre la replicacion de pestivirus se han visto facilitas de forma considerable mediante sistemas de
genética inversa y el descubrimiento de ARN subgendmicos de replicacion de forma auténoma (replicones).
(Behrens et al., J. Virol., 72, 2364-272, 1998; Meyers et al., J. Virol., 70, 8606-8613, 1996).

Los requisitos minimos para la replicacién del CSFV se investigaron, por ejemplo, mediante la creacién de genomas
del CSFV defectuosos que carecen de las secuencias génicas para las proteinas estructurales. Se encontrd que los
genomas del CSFV defectuosos aun se replicaban y se podrian empaquetar en particulas virales cuando se
introducian en células SK-6 junto con ARN de A187-CAT auxiliar (Moser et al., J. Virol., 7787-7794, 1999).

Se describieron un genoma del BVDV defectuoso de replicacion de forma auténoma, que carece de parte de la
secuencia génica de Npro asi como los genes que codifican C, E™, E1, E2, p7 y NS2 (Behrens et al., J. Virol., 72,
2364-2372, 1998). Kupfermann et al., crearon mutantes de BVDV a partir de las cepas SD-1 y CP 13 de BVDV en
las que los primeros 12 aminoacidos de Npro se mantenian, pero el resto se suprimia, junto con las proteinas
estructurales (excepto para AA 551-560 de la proteina E1).

Se ha sugerido que la regidon de codificacion 5 del gen de Npro representa parte de BVDV IRES (Tautz et al.,
mencionado anteriormente; Behrens et al., mencionado anteriormente; Meyers et al., J. Virol., 75 (9), 4226-4238,
2001), y es esencial para la replicacién.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar nuevos mutantes de pestivirus para uso en vacunas. Una
vacuna se dirige principalmente a la provocacién de la respuesta inmune. Una vacuna, por otro lado, deberia ser
capaz de provocar una respuesta inmune protectora, aunque, por otro lado, no deberia provocar, por supuesto, de la
enfermedad (viral) en el animal o animales de contacto inoculados. La respuesta inmune inducida normalmente se
dirige principalmente frente a las proteinas de envoltura del virus. Pero, si se usa un replicén a partir del cual se han
suprimido todas las secuencias estructurales, mas en particular, todas las secuencias que codifican proteinas de
envoltura, dichas proteinas no se producen a partir del reEIic()n y no se obtiene ninguna respuesta inmune a estas
proteinas. Los anticuerpos del BVDV se dirigen frente a E NS E2 y NS3. La actividad de neutralizaciéon se demostro
predominantemente para anticuerpos especificos de E2.

Las vacunas se pueden basar en todo el virus, de tipo silvestre, que se ha inactivado (vacunas inactivas). Ademas,
las vacunas se pueden basar en una proteina del virus en particular, que se puede producir in vitro mediante
técnicas de ADN recombinante. Normalmente, dicha proteina serd una proteina de envoltura del virus (vacuna
subunitaria). La presente invencién se refiere a una tercera categoria de vacunas, vacunas vivas atenuadas,
basadas en un mutante viral que provoca una respuesta inmune protectora en el animal huésped, pero que no
provoca la enfermedad viral, debido a mutaciones en su genoma.

Los mutantes de pestivirus en los que se suprimié (parte de) un gen estructural se conocen en la técnica. Por
ejemplo, en el documento de patente EP1161537, se describen los mutantes del CSFV a partir de los que se ha
suprimido la proteina Erns (y complementado en trans). Maurer et al., Vaccine 23, 3318-3328, 2005, describieron
CSFV con una supresién parcial o completa de la proteina E2.

Se ha sugerido el uso de mutantes de supresion de Npro del CSFV y del BVDV como candidatos a vacuna.

Un mutante Npro del CSFV ya se desvel6 en Tratschin et al., J. Virol., 72 (9), paginas 7681-7684, septiembre de
1998. Tratschin et al., sustituyeron el gen de Npro con secuencias de ubiquitina de murino (el mutante se denominé
vA187-Ubi) y concluyeron que la actividad proteolitica de Npro (generacién del extremo N correcto de la proteina C)
es esencial para la replicacion viral, pero que esta actividad se puede sustituir con la actividad proteolitica de la
ubiquitina. Se encontré que el mutante era totalmente avirulento en cerdos.

Tratschin et al., encontraron que no se obtenia ningun virus viable cuando el gen de Npro se suprimia y no se
reemplazaba con otra proteasa. Ademas, estos mutantes, en los que Npro estaba reemplazada con ubiquitina de
murino, se sometieron a ensayo para su uso como una vacuna atenuada viva (Mayer et al., Vaccine 22, 317-328,
2004). Sin embargo, se encontré que un mutante basado en una cepa del CSFV altamente virulenta inducia viremia
en cerdos inoculados 7 dias después de la vacunacion. Por lo tanto, se recomendé el uso de un mutante basado en
una cepa avirulenta del CSFV.

En proyectos de investigacién adicionales, se suprimié la secuencia completa de codificacién de BVDV-Npro, y el
mutante resultante se propuso como candidato a vacuna. En el documento de patente EP1013757, se describe un
mutante con supresion de Npro del BVDV, basado en la cepa NADL citopatica, que carece de toda la secuencia de
Npro. Se indicé que el mutante resultante era mucho menos infeccioso en cultivo celular y se replicaba de forma
lenta en comparaciéon con su homoélogo de tipo silvestre. Se sugirid que su velocidad de crecimiento lento transmitia
un fenotipo atenuado. Ademas, Lai et al., J. Virol, 74 (14), 6339-6347, 2000 describieron un mutante que ha perdido
la funcién de Npro del BVDV basado en la cepa de NADL. Era altamente defectuoso en la replicacion y conseguia
un nivel de produccion de al menos 10 veces inferior que el virus de tipo silvestre. Se sugirié que el mutante, debido
a su capacidad de replicacion restringida, puede ser un candidato para la vacuna.

Sin embargo, debido a su falta de replicaciéon, puede ser dificil producir este tipo de mutante en cantidades
suficientes. Ademas, es cuestionable si el mutante se replicara en el animal objetivo hasta un punto en el que pueda
provocar una respuesta inmune protectora.
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En el documento de patente WO2005111201, se desvelan mutantes del BVDV, en los que se hicieron supresiones
tanto en el gen Npro como en el gen Erns. Se concluyé que solamente una mutaciéon en Npro o una mutacion en
Erns no era suficiente para prevenir la infeccion del feto en novillas en estado de gestacion. Solamente en mutantes
dobles, basados en una cepa NY93 de tipo 2 del BVDV, se podria prevenir la infeccién del feto en novillas en estado
de gestacion (sin embargo, el mutante doble solamente se sometié a ensayo frente a la prueba de tipo 2, con otra
cepa de tipo 2, y no frente a una prueba de tipo 1 del BVDV).

Los mutantes sometidos a ensayo carecian de todos excepto de los 4 aminoacidos N-terminales de la secuencia de
Npro.

Se indic6 que el crecimiento de los mutantes era considerablemente menor que para el virus del tipo silvestre. Para
obtener mejor crecimiento, se formaron mutantes de virus en los que un fragmento del gen de ubiquitina bovina o un
fragmento de la secuencia de codificacién de LC3 bovino reemplazaba la mayor parte del gen Npro.

Los presentes inventores tenian como objetivo proporcionar un mutante de pestivirus para uso en vacunas, cuyo
genoma aun codifica y expresa todas las proteinas estructurales, y por lo tanto de envoltura, de los pestivirus.

Los presentes inventores trabajaron con mutantes de pestivirus que contienen mutaciones en la regiéon de
codificacién de la proteina Npro del virus.

Los mutantes para uso en la vacuna de acuerdo con la presente invencion se caracterizan por que el mutante se
basa en una cepa cp del virus en la que parte se suprime de la secuencia génica que codifica la region Npro, en la
que dicha parte suprimida no incluye la secuencia de codificacién para los doce aminoacidos N-terminales de la
proteina Npro. El pestivirus es el Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV).

Especialmente para el BVDV se encontr6 que una vacuna de acuerdo con la invencién es un candidato a vacuna
segura y eficaz.

Los mutantes proporcionan una proteccién adecuada frente a la infeccién con el virus de tipo silvestre y no dan lugar
a terneros infectados de forma persistente.

Se mostré que la presencia de la secuencia de codificacién para los doce aminoacidos terminales restantes de la
Npro era suficiente para permitir la replicacion del virus. Las cinéticas de crecimiento solo estaban ligeramente
alteradas, y las valoraciones finales se redujeron en 0,5-1,0 logi. La propagacién del virus sobre células
convencionales fue posible con rendimientos de titulacién de aproximadamente 1-5,6 x 10° TCIDso/ml.

Los mutantes para uso en la vacuna de la invencién pueden contener mutaciones adicionales dentro que su
secuencia gendémica, dentro de regiones de codificacion o dentro de regiones de no codificacion. Dichas mutaciones
pueden atenuar adicionalmente el virus. Sin embargo, los mutantes para uso en la vacuna de acuerdo con la
invencion expresan todas las proteinas estructurales del virus.

Los mutantes para uso en la vacuna de acuerdo con la presente invencion se basan en cepas cp del virus. En la
técnica se conocen diversas cepas cp del BVDV y se pueden usar con la presente invencién, tales como NADL,
Oregon C24V, Osloss, CP7, etc. Preferentemente, se usa la cepa 7 cp. La intensidad del efecto citopatdégeno de las
numerosas cepas del BVDV cp es diferente. Algunas cepas inducen apoptosis muy pronto después de 24 a 48 h,
mientras que otras necesitan mas de 72 horas para inducir dafio celular detectable. Se tiene la hipdtesis de que esto
se correlaciona con la inmunogenicidad: cuanto mas se tarda en inducir cp, mejor es la respuesta inmune evocada.
Como consecuencia, se seleccioné la cepa cp 7, que induce un efecto cp muy tardio, para garantizar una alta
eficacia de la vacunacién.

La secuencia de los doce aminoacidos N-terminales varia para los diferentes aislados del BVDV. Por ejemplo, la
secuencia puede ser MELITNELLYKT, que ademas es la secuencia para los doce aminoacidos N terminales de la
proteina N pro de la cepa cp7.

Los doce aminoé&cidos de Npro se pueden unir directamente a los aminoacidos C terminales de la proteina C. Como
alternativa, se pueden introducir otros tramos de aminodacidos. Por ejemplo, aminoacidos derivados de un fragmento
de restriccion usado en la formacion del mutante o secuencias de unién.

Se ha encontrado que los mutantes para uso en la vacuna de acuerdo con la invencién se pueden usar en la
preparacion de una vacuna para proteger al ganado frente a la infeccion con un pestivirus de tipo silvestre.

Por lo tanto, la invencion se refiere una vacuna para la proteccién del ganado frente a la infeccion por BVDV, vacuna
que comprende un mutante tal como se define en las reivindicaciones y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En la técnica se conocen vehiculos adecuados. Por ejemplo, el virus mutante para uso en la vacuna de acuerdo con
la invencién se puede liofilizar y reconstituir en una solucion salina fisioldgicamente aceptable adecuada, o la vacuna
puede contener al mutante en una solucion estéril liquida preparada previamente, que contiene adicionalmente
aditivos de vehiculo conocidos tales como estabilizantes, etc.

Preferentemente, el mutante se basa en la cepa CP7 del BVDV, en la que se suprimen todos los genes de Npro,
excepto para la secuencia de codificacion de los doce aminoacidos N-terminales de la proteina Npro.
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Por lo tanto, la invencion se refiere a una vacuna para la proteccion del ganado frente a la infeccién por el Virus de la
Diarrea Viral Bovina (BVDV), caracterizada por que la vacuna comprende un mutante del BVDV, mutante que se
basa en una cepa citopatégena (cp) del virus en la que se suprimen todas las secuencias génicas de Npro, excepto
para la secuencia de codificacion de los doce aminoacidos N-terminales de la proteina Npro, y en la que el mutante
expresa todas las proteinas estructurales del virus, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la invencién se refiere a una vacuna de acuerdo con la invencién caracterizada por que los doce
aminoacidos N-terminales de la proteina Npro son MELITNELLYKT.

En una realizacion adicional, la invencion se refiere a una vacuna de acuerdo con la invencion, en la que el mutante
se basa en la cepa CP7 del BVDV.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Formacién de mutante de supresion de Npro del BVDV.

Figura 2: Preparacién de ensayo animal (ensayo |) en el que se vacunaron terneros sin tratamiento previo con
una vacuna que contenia un mutante de supresion de Npro de CP7.

Figura 3: Media de los recuentos de leucocitos después de la vacunacién e infeccién de prueba (ensayo ).

Figura 4: Resultados de ELISA para bloqueo de NS3 del BVDV, ensayo |.

Figura 5: Resultados del ensayo de neutralizacion del BVDV, ensayo |.

Figura 6: Disefio de un ensayo animal |l en el que novillas sin tratamiento previo para el BVDV en estado de
gestacién se vacunaron con el mutante de supresiéon de Npro CP7 del BVDV.

Figura 7: Desarrollo de anticuerpos especificos para BVDV en el ensayo animal Il tal como se mide con ELISA
para bloqueo de NS3 del BVDV.

Figura 8: Media de los recuentos de leucocitos después de la vacunacion (ensayo II).

Ejemplos

Ejemplo 1: Formacién de un mutante de supresién de Npro del BVDV.

El clon CP7ANpro del ADNc del BVDV se formé basandose en el clon infeccioso pA/BVDV de longitud total (Meyers
et al., 1996) en un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, un fragmento de PCR del plasmido
pA/BVDV/CP7 se amplificé con el par cebador cp7_208_Xholy cp7_406R-Pac/ (Tabla 1), digerido con Kpnly Xhol y
ligado posteriormente en el plasmido pA/BVDV/CP7 digerido con Kpn/2447/3797 y Xhol208. En una segunda etapa,
el plasmido pA/BVDV/CP7ANpro-p7 resultante y un fragmento de PCR amplificado con los cebadores cp7_873_Pac/
y cp7_4913R a partir de pA/BVDV/CP7 se separaron con Pacly Notly se ligaron. La supresién comprende la mayor
parte de Npro (nt 407-872; secuencia de NCP7), mientras que los primeros 36 nucleétidos que se solapan con el
BVDV-IRES no se retiraron (Figura 1Ay B).

TABLA 1: Cebadores de PCR usados para formacion de plasmidos

Cebador Secuencia (5’ a 3’)a Eﬁﬂg gt_ci;g:g)mbica
cp7_208_Xhol AAGCCTCGAGATGCCACGTGG 204-224 (sentido +)
cp7_406R_Pacl |TCTAGGTATCCAGTTAATTAATGTTTTGTATAAAAGTTCATTTGTG |[380-406 (sentido -)
cp7_873_Pacl TACCTTAATTAACTCCGACACAAAAGATGAAGGGGTG 873-896 (sentido +)
cp7_4913R CCGTGGCGGCCGCATTTAGGGCA 4893-4915 (sentido -)

a Los sitios de enzima de restriccién estan subrayados, los nucleétidos adicionales para la unién en fase de lectura
estan impresas en negrita

b posicion del nucleétido en la secuencia BVDV-CP7

Ejemplo 2: Mutante de supresién de Npro CP7 como una vacuna viva en terneros

En un primer ensayo de inoculacion de la vacuna, se mostré que los terneros se protegian totalmente de una
infeccion mediante inoculacién de tipo | del BVDV heter6logo después de una sola inmunizacioén intramuscular con
CP7 ANpro. No se detect6 secrecién nasal del virus de la vacuna por aislamiento del virus en cultivo celular. 1 de 4
animales mostraron viremia durante un dia.

La inmunizacion indujo una inmunidad estéril. No se observé ni secrecion nasal del virus ni viremia después de la
infeccién mediante inoculacion de tipo | del BVDV.
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Preparacion del ensayo:

La preparacion del ensayo se ilustra en la figura 2.

Se vacunaron terneros sin tratamiento previo para el BVDV (n = 4 por grupo) o se vacunaron de forma simulada y 52
dias mas tarde, se realizé una infeccidn por inoculacion con la cepa virulenta SE5508 de tipo b del BVDV
(Wolfmeyer et al., 1997). Los terneros se vacunaron con una sola dosis de 6,7 logio TCIDso CP7 ANpro del BVDV
i.m. (5 ml). Para la vacunacién simulada, se us6 un sobrenadante i.m. de cultivo celular sin infectar (5 ml). Para la
infeccion por inoculacién, los terneros recibieron 2 ml de 6,5 logio TCIDsy SE5508 (Ib) del BVDV i.n., usando un
nebulizador.

- Los sintomas clinicos de los terneros se controlaron diariamente y la temperatura corporal se controld
diariamente.

- Durante 14 dias, después de la vacunacién y después de la infeccién por inoculacién, la viremia y la secrecién
nasal del virus en los terneros se comprobaron diariamente.

- Las respuestas seroldgicas se controlaron en intervalos semanales.

RESULTADOS

Se purificaron glébulos blancos a partir de EDTA-sangre después de lisados alcalinos de eritrocitos. Se inocularon
100 ul de hisopo fluido o 3 x 10° leucocitos se inocularon en células de bovino en 4 paralelas. Después de 5-6 dias
del co-cultivo, la replicacién del virus se verificé por ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IIFT). Se realiz6 un
paso ciego adicional de los sobrenadantes (6 d — IIFT).

En 1 de 4 terneros vacunados, se detecté viremia unida a células. Se podrian volver a aislar cantidades bajas de
ANpro de CP7 en el dia 4 después de la vacuna después del primer paso de cultivo celular.

No se registro secrecion nasal del virus de la vacuna.

Después de la infeccion por inoculacion, no se detectd secrecion nasal de SE5508 del BVDV en los animales
vacunados. Todos los animales vacunados se protegieron completamente frente a la viremia, y ningun virus
inoculado se volvié a aislar a partir de globulos blancos purificados ("inmunidad estéril").

Por el contrario, todos los terneros de control presentaron secrecién nasal del BVDV durante 6-8 dias, asi como
viremia unida a células durante 6-8 dias.

Después de la vacunacién, todos los animales inmunizados con CP7 ANpro presentaron una caida muy moderada
de los recuentos leucocitarios con recuperacion a valores anteriores a la vacuna hasta 7 dias después de la
inoculacioén (Figura 3A).

Después de infeccién por inoculacion, no se observé una disminucion significativa de los glébulos blancos en los
terneros inmunizados. La media de los recuentos de células sanguineas permanecié dentro del intervalo fisioldgico.
En los animales de control, se observé una leucopenia notable con un inicio a los 3 dias después del estimulo. El
promedio de recuentos leucocitarios permanecié bajo durante mas de dos 2 semanas (Figura 3B).

En comparacion con las temperaturas anteriores a la vacuna, solamente se registr6 un leve aumento de las
temperaturas corporales rectales después de la vacunacion.

Después de la infeccién por inoculacién (c), los animales inmunizados no mostraron alteraciones de las curvas de
temperatura. Con respecto a una respuesta a la temperatura, los animales estaban claramente protegidos del BVD
clinico.

En todos los terneros de control, se produjo una elevacion moderada de las temperaturas a los 3 dias después de la
inoculacion. Después de mas de una semana, las temperaturas corporales volvieron a los niveles anteriores a la
inoculacion.

Las condiciones generales alteradas y los sintomas respiratorios o gastrointestinales habituales en el BVDV se
controlaron en todos los animales.

Durante todo el dia del periodo de observaciéon (4 semanas antes de la inmunizacion hasta 12 semanas a partir de
ese momento), principalmente en los animales vacunados, se observé una alternancia de sintomas respiratorios
leves tales como secrecion nasal y tos esporadicas. Después de la vacunacion, no se produjeron reacciones clinicas
adversas. En las vacunas, no se observd un agravamiento de las puntuaciones anteriores a la vacunacion. Después
de la infeccién por inoculacion, los animales inmunizados no mostraron sintomas clinicos. En los terneros de control,
se registraron sintomas respiratorios leves y la ingesta de alimento se redujo durante 1-2 dias. Los animales no
mostraron ni trastornos gastrointestinales ni lesiones en las mucosas.

Las respuestas serologicas de los animales se controlaron usando un ELISA para el BVDV (bloqueo de NS3; Figura
4) asi como ensayo especifico de neutralizacién de tipo 1y de tipo 2 del BVDV (Figura 5).
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Todos los animales se inocularon con CP7 ANpro sero-convertido para anticuerpos especificos de NS3 del BVDV
hasta 3 semanas después de la vacunacion, y se sometieron al ensayo con el ELISA Ceditest para BVDV (Cedi
diagnostics). Los terneros de control permanecieron negativos hasta 2-3 semanas después de la infeccion por
inoculacion (Figura 4).

Después de la vacunacion, todos los animales desarrollaron anticuerpos de neutralizacion de tipo1 del BVDV en
titulaciones moderadas (Figura 5). Después de la infeccién por inoculaciéon (c), los animales inmunizados no
mostraron un refuerzo pronunciado de los titulos de anticuerpos de neutralizacion. Los animales vacunados de forma
simulada se sometieron a ensayo negativo hasta 2 semanas después de la infeccion por inoculacién con la cepa
SE5508 de tipo 1 del BVDV. Ademas, también se indujeron anticuerpos de neutralizacién especificos de tipo 2 del
BVDV (cepa US980) en titulaciones mas bajas después de la vacunacion. Los titulos de anticuerpos de
neutralizacién eran comparables con los valores de los animales de control a las 3 semanas después de la
inoculacion con la cepa de campo SE5508 de tipo | del BVDV.

Ejemplo 3. Mutante de supresién de CP7 Npro como una vacuna viva en novillas en estado de gestacién

La programacion del ensayo del animal con la cepa mutante CP7ANpro de supresién de Npro del BVDV se
representa en la figura 6. Novillas sin tratamiento previo para el BVDV (n = 4 por grupo) se inocularon por via
intramuscular o por via intravenosa y por via intranasal con la cepa mutante CP7ANpro del BVDV entre el dia 68 y
88 de la gestacion (= primer trimestre).

Aplicacién de 6,02 log1p TCIDso de CP7 ANpro del BVDV en un volumen de 4 ml

3mliv. + 1 mli.n.: ("el peor de los casos")
4 mli.m.: ("imitando la vacuna viva")

Durante el ensayo, se controlaron los siguientes parametros:
Diariamente:

- investigacién clinica
- control de las temperaturas corporales rectales

Diariamente durante 10-12 dias después de la infeccién:
- viremia, secrecion nasal del virus
A intervalos semanales:

- respuestas serolégicas

- aborto clinico

- fetopatogenia

- deteccion del virus en 6rganos fetales (exclusién de fetos infectados de forma persistente) a los 4 meses
después de la inoculacion.

Ademas, tres terneros Holstein-Frisean con una edad de aproximadamente 4 meses se incluyeron como animales
de contacto y se controlaron los anticuerpos especificos del BVDV en intervalos semanales.

Resultados

Durante 10 a 12 dias después de la inoculacién con el virus, se controlé la viremia y la secrecién nasal del virus de
las novillas. Se inocularon 100 pl de fluido de hisopo o0 3 x 10° leucocitos sanguineos purificados en células de
bovino en 4 paralelas. Después de 5 a 6 dias de co-cultivo, la replicacion del virus se verific6 mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta (IIFT) de los cultivos inoculados. Ademas, se realiz6 un paso ciego adicional de todos
los sobrenadantes y se sometio a ensayo con IIFT después de 6 dias de incubacion.

Independientemente de la via de inoculacién, no se observé secrecién nasal del virus. Se pudo detectar viremia con
titulaciones virales muy bajas en un dia en 2 de 4 animales después de la aplicacion simultanea intravenosa e
intranasal de CP7ANpro y en 1 animal después de la infeccién intramuscular.

El desarrollo de anticuerpos especificos para el BVDV se controlé con un ELISA de bloqueo especifico de NS3
disponible en el mercado (ELISA para el BVDV Ceditest; Cedi Diagnostics, Holanda). Todos los animales inoculados
se seroconvirtieron para anticuerpos especificos de NS3 hasta 2 a 3 semanas expresé la vacunacion (Figura 7).
Todos los animales de contacto permanecieron seronegativos durante todo el periodo de observacion, que también
se confirmé mediante el ensayo de neutralizacion de suero.

En ambos grupos, no se observd una disminucion notable de los recuentos de leucocitos después de la inoculacion.
La media relativa de recuentos de leucocitos disminuyé en menos de un 20 % con una recuperacion a valores
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anteriores a la infeccion en 8 dias (Figura 8). Un efecto de rebote con mayores valores de leucocitos se observé en
todos los animales hasta el final del periodo de observacion después de 4 semanas. Después de la infeccion
intramuscular, con el mutante de supresién de CP7 Npro del BVDV, una reduccién de leucocitos mas retardada fue
evidente con el inicio a los 4 dias p.i. y una regresion a los 8 d p.i. Los valores de reduccion entre los 2 grupos eran
comparables (Figura 8).

En comparacion con las temperaturas corporales antes de la inoculaciéon, no se registr6 elevacién de las
temperaturas corporales rectales después de la aplicacién del mutante de supresion de Npro.

En todos los animales se controlaron las condiciones generales y sintomas clinicos especificos de BVDV. En todos
los animales (animales inoculados y controles de contacto) se observé una secrecion ocular leve no especifica en
todo el periodo. Después de la infeccion, no se produjeron reacciones adversas y no se observaron signos clinicos
de enfermedad.

Las novillas se adquirieron en 3 explotaciones diferentes. Cuatro de cinco animales procedentes de la misma granja
presentaban problemas con el sistema musculoesquelético, que no estaban relacionados con la aplicaciéon de los
virus de la vacuna. Por lo tanto, los animales se sacrificaron en diferentes puntos temporales antes del final
propuesto para el estudio.

Uno de los animales abort6 a los 54 dias después de la infeccién. Todos los fetos, incluyendo el abortado, se
encontraron con un peso y desarrollo normales. No se registraron hallazgos patoldgicos en la necropsia.

El aislamiento del virus en cultivo celular se realizd a partir de 0,3 g de material organico (congelado
inmediatamente, molido con arena de mar) seguido de 1 paso consecutivo de los sobrenadantes en caso de
primeros resultados negativos.

El aislamiento del virus se realiz6 en células MDBK y en células MDBK deficientes en interferén. Los analisis de
inmunofluorescencia de los cultivos no mostraron tincién para BVDV. 1 ml de una muestra de lavado de médula
6sea cuestionable también se inéculo en placas de cultivo de tejidos de 7 cm?. Incluso después de 3 pasos
adicionales, los cultivos eran negativos para la replicacién del virus.

Los tejidos fetales se identificaron sistematicamente para la presencia de proteinas del BVDV con un ELISA de
antigeno comercial (BVDV Ag / Serum plus, Idexx Europe B.V.). Piel, rindn, amigdalas, suero, asi como leucocitos,
dieron un ensayo claramente negativo para antigeno del BVDV.

Los 6rganos fetales y los tejidos también se someti6 a andlisis de RT-PCR en tiempo real. Después de interrupcién y
homogeneizaciéon de las muestras con un TissuelLyser®, se extrajo ARN de rifién, cerebelo, leucocitos y timo con el
kit RNeasy®mini (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. No se detectaron
equivalentes del genoma viral en una RT-PCR en tiempo real altamente sensible posterior [Hoffmann B, Depner K,
Schirrmeier H, Beer M. A universal heterologous internal control system for duplex real-time RT-PCR assays used in
a detection system for pestiviruses. J Virol Methods. 2006; 136 (1-2): 200-209].

Conclusién:

En conclusién, se podria demostrar claramente que la aplicacién intravenosa/intranasal o la intramuscular de titulos
elevados del mutante CP7ANpro del BVDV era inocua para el ganado también durante el periodo de gestacién
inicial. No se pudieron observar ni signos clinicos de las novillas mi infeccion persistente de los fetos. A pesar del
hecho, que aun no esta claro, de que el montante de supresion de CP7 Npro era realmente capaz de cruzar la
barrera placentaria o si los fetos eran capaces de limpiar la infeccion con CP7ANpro, no se volvié a aislar ningn
virus infeccioso a partir de un gran panel de érganos fetales. Ademas, no se pudieron detectar genomas de virus en
leucocitos sanguineos purificados y en numerosos 6rganos de los fetos. No se observaron efectos fetopatdégenos
después de la infeccion de novillas en estado de gestacién en el primer trimestre de la gestacién con el virus CP7
ANpro vivo modificado. En resumen, la infeccién experimental de novillas en estado de gestacion proporciona una
buena evidencia de que CP7ANpro es un candidato a vacuna para el BVDV altamente atenuado y seguro.
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna para la protecciéon del ganado frente a la infeccion por el Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV),
caracterizada por que la vacuna comprende un mutante del BVDV, mutante que se basa en una cepa citopatégena
(cp) del virus, en la que se suprime toda la secuencia génica de Npro, excepto para la secuencia de codificacion
para los doce aminodacidos N-terminales de la proteina Npro, y en la que el mutante expresa todas las proteinas
estructurales del virus, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que los doce aminoacidos N-terminales de la
proteina Npro son MELITNELLYKT.

3. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el mutante se basa en la cepa CP7 del BVDV.
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FIGURA 3

Media de valores leucocitarios después de la vacunacion
e infeccidn por inoculacién
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" FIGURA S
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FIGURA 6

Disefio del ensayo Il de CP7 ANP™®
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FIGURA 8

Media de recuentos leucocitarios después de la inoculacion de CP7 ANpro (ensayo ll)
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