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@Resumen:

Cepa del virus hemorréagico del conejo (RHDV).

El objeto de la presente invencion es una nueva cepa
del virus que produce la enfermedad hemorragica del
conejo, RHD, y de una vacuna basada en la nueva
cepa inactivada, de composiciones farmacéuticas que
comprenden la vacuna, asi como de su uso en
profilaxis. La presente invencion también esta
relacionada con un procedimiento para la preparacion
de la vacuna.
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DESCRIPCION

Cepa del virus hemorragico de conejo (RHDV)

La presente invencion esta relacionada con el campo de la veterinaria en general y
especificamente con la inmunologia. En particular, la presente invencion se refiere a
una nueva cepa del virus hemorragico de conejo y a una vacuna gue incluye dicha

cepa asi como a las aplicaciones derivadas de su uso como inmunégeno.

ESTADO DE LA TECNICA

La enfermedad hemorragica de conejo (RHD - rabbit haemorrhagic disease) es una
enfermedad de origen viral, altamente infecciosa y con un porcentaje de mortalidad
muy alto, que afecta a los conejos tanto salvajes como domésticos. Las primeras
descripciones de animales contagiados por este virus se remontan a 1984 en la
provincia de Jiangsu, en China. Desde entonces, se han descrito mdltiples epidemias
en varios paises europeos, entre ellos Espafia, Francia, Alemania o Italia, asi como en
varios paises africanos y asiaticos. La infeccion produce grandes pérdidas econdémicas

en el sector agropecuario.

La enfermedad, en su forma clasica, afecta primordialmente a conejos adultos. Los
conejos lactantes parecen no ser susceptibles a la infeccion por un mecanismo
desconocido. El periodo de incubacion de la enfermedad es de 2-3 dias, y la
mortalidad puede llegar a ser del 90%. Los signos clinicos en animales infectados son
fiebres altas, convulsiones, anorexia, y en ocasiones incoordinacion, y problemas
respiratorios. Un porcentaje pequeiio de animales infectados desarrollan un curso
cronico de la enfermedad en el que se detecta ictericia, pérdida de peso y letargia, y
que acaba con la muerte del animal en 1 0 2 semanas desde la infeccion. El analisis
patolégico de los animales infectados revela hemorragias internas a nivel de corazoén,

traquea, pulmon, higado y rifion.

El virus que causa la RHD, denominado de aqui en adelante RHDV, pertenece al
género Lagovirus, y a la familia Caliciviridae. EI genoma del virus ha sido clonado y
secuenciado en su totalidad. Es un virus de RNA de cadena Unica y de sentido

positivo, de 7.4Kb de longitud. EI genoma del virus tiene dos marcos de lectura (Open
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Reading Frame - ORF). El primero de ellos (ORF1), que abarca la mayor parte del
genoma, codifica una poliproteina de gran tamafio que tras su autoprocesamiento
proteolitico da lugar a las proteinas no estructurales y a la proteina mayoritaria de la
capside que deriva de su region carboxilo terminal. La proteina de la capside se
denomina VP60 (la nomenclatura actualizada para esta proteina es VP1) porque tiene
una masa molecular aproximada de 60 KDa. Su secuencia se utiliza para determinar la
filogenia y el parentesco entre las diferentes cepas conocidas del RHDV, asi como la
relaciébn con otros virus relacionados. La tipificacion del virus se realiza mediante
técnicas inmunoldgicas utilizando anticuerpos monoclonales especificos, asi como la
aglutinacién de los glébulos rojos de la sangre humana. Se comprueba que algunos
calicivirus, incluidos los norovirus humanos y el RHDV, se unen a los antigenos del
glébulo rojo que determinan el grupo sanguineo, pero el patron varia entre las
diferentes cepas (Nystrom et.al. "Histo-bood group antigens act as attachment factors
of rabbit hemorrhagic disease virus infection in a virus strain-dependent manner" PLoS
Pathol. 2011, vol. 7, pp. 1-22).

La RHD se combate a nivel profilactico mediante la vacunacion preventiva de los
animales (ver por ejemplo EP2034012B1). Hasta el momento presente el RHDV no ha
podido ser cultivado de forma reproducible en una linea celular de laboratorio, de ahi
que el genoma del virus y los viriones que se utilizan para fabricar las vacunas
provengan de infecciones experimentales controladas en el laboratorio. Actualmente
existen numerosas vacunas comerciales. Estas vacunas consisten en virus inactivados
preparados a partir de extractos de higado de animales infectados experimentalmente.

El virus de estos extractos puede ser inactivado térmicamente o quimicamente.

El virus RHDV, como la mayoria de los virus con genoma de RNA, tiene una tasa de
mutacion alta, lo que dificulta que una Unica vacuna proteja a toda la poblacion y sea
efectiva a lo largo del tiempo. En términos generales, las vacunas existentes protegen
a los animales de las infecciones causadas por las variantes descritas hasta 2010,
pero parecen no tener suficiente capacidad de proteccion contra otras cepas

circulantes en la actualidad.

Recientemente, se han detectado variantes nuevas del virus en diferentes puntos del
continente europeo (ver por ejemplo Le Gall-Reculé G., et.al. "Detection of a new

variant of rabbit haemorrhagic disease virus in France", Veterinary Record 2011, vol.
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168, pp. 137-138). Se comprueba en esta ultima referencia que estas variantes nuevas
parecen haber desarrollado una antigenicidad e inmunogenicidad diferente, lo que las
lleva en numerosos casos a ser mortales incluso en animales previamente vacunados
con vacunas basadas en cepas conocidas (Dalton KP. et. al. "Variant rabbit
hemorrhagic disease virus in young rabbits, Spain" Emerg. Inf. Dis. 2012, vol. 18, pp.
2009-2012). Es decir, las vacunas actualmente disponibles parecen no tener suficiente

efectividad contra las infecciones de estas nuevas cepas del RHDV.

Asi, existe la necesidad urgente de tener nuevas herramientas con las que hacer

frente a las nuevas variantes del virus RHDV.

EXPLICACION DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con una nueva cepa del virus RHDV. En
particular, los inventores han comprobado que esta nueva cepa tiene un
comportamiento funcional y un patrén infectivo diferente a otras variantes que han sido
descritas en el estado de la técnica. Se ha comprobado que esta nueva cepa es capaz
de infectar y producir tasas de mortalidad superiores al 50% en gazapos menores de
40 dias de edad y que tiene un tropismo diferente ya que se replica y produce dafios a
nivel intestinal ademas de los 6rganos tipicos afectados por otras cepas conocidas del
RHDV como son los pulmones, el higado o el rifién. Adicionalmente, se ha
comprobado que esta cepa tiene un patron de aglutinacion de glébulos rojos diferente
a las variantes conocidas. Asi, las cepas descritas en la técnica aglutinan glébulos
rojos humanos del grupo 0, mientras que la cepa que es objeto de la presente
invencién no aglutina dicho grupo sanguineo. Notablemente, esta nueva cepa,
denominada por los inventores como RHDV-N11, y cuya secuencia nucleotidica se
encuentra representada segun la SEQ ID NO:1 (representada también en la Tabla 1,
abajo), provoca una alta tasa de mortalidad incluso en conejos que han sido

vacunados con las vacunas comerciales existentes en la actualidad.

Tabla 1. SEQ ID:1 del RHDV-N11.

GTGAAAATTATGGCGGCTATGTCGCGCCTTACTGGCATGACAACTGCTATTCTCCCAGTAAAGAAACCCT
TAAGTTTCTTCCTGGACCTCAGGGACAAGACCCCTCCCTGTTGTACTCGGGCACCCGGGAAACTGGCTTG
GCCAGTCTTCCTGGAACAAAACGGAAAAGAAGGACCTCTGGAGACATGTGACAAATGTGGCAAATGGCTT
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AACGGCTTTGGTACTTTCGGACTAGAGGATCTCGGTGATGTCTGCTTGTGCTCCGTGACCAAACAGCAAC
ACAAATTTGGACCCACTTGTTTGTGTAACCGTGCATACATACACGACTGCGGCCGCTGGCGGCGCCGCAG
TCGTTTTCTTAAACACTACAAGGCATTGAACAAAGTCATCCCCTGTGCTTACCGATTCGGTGAAGGAGCC
CCCACCCCCGTCTTTGAGGGCGAGGTTGATGACTTGTTTATTGAGCTCGGGGCACCAACCAGCATGGGCT
TTATGGACAAGAAACTGCTTAAGAAAGGTAAGAAACTGATGGACAAGTTTGTTGATGTTGATGAGCCCTG
CCTGACATCAAAGGACGCCAACCTTCTCGACTCCATCGCTTCTGACAGCACCATACGCGCGAAGCTGGAG
GAGGAGTATGGTGTTGAGATGGTGCAGGCAGCACGAGACAGGAAAGACTTTATGAGGAACCTCAGACTTG
CTTTAGATAACCGGCCCGCTAACCCTATGACTTGGTACACCAGACTTGGCAATATCACGGTAAAAGGAAA
ACAGTGGGCAAAGAAGATTGTTTATGGTGTCCATAGAGTTACTGACCCACTGAAGACGTTGGCCTCAATC
TTATTGGTTGGCCTCCACAACGCTATTGCTGTGGACACAACAGTGATGCTGTCAACGTTTAAACCTGTAA
ACCTGCTGGCTATTCTCATGGACTGGACCAACGACTTGACTGGATTCATCACCACGCTTGTGAGGCTACT
AGAGTTGTACGGTGTTGTGCAGGCCACCGTCAACTTGATTATTGAAGGTGTGAAGAGCTTCTGGGACAAG
GTAATTTGTGCGACGGAACGTTGCTTTGACTTGCTCAAAAGGCTGTTTGACACATTCGAGGAATCTGTCC
CCACAGGACCAACTGCAGGCTGCCTCATCTTCATGGCTTTCGTCTTTTCCACTGTTGTGGGGTACTTGCC
CAACAACAGTGTGATCACAACCTTCATGAAGGGCGCCGGTAAGCTCACAACGTTTGCAGGGGTGGTTGGT
GCTATTCGAACGTTGTGGATCACCATCAACCAACACATGGTAGCCAAGGACCTCACCAGCATACAGCAAA
AGGTTATGACAGTTGTGAAAATGGCTAATGAGGCAGCGACGTTGGACCAACTAGAGATCGTCAGCTGCCT
CTGCTCAGAACTGGAGAACACACTGACAAACAGGTGTACCCTACCATCATACAACCAACACCTTGGAATC
TTGAATGCGTCTCAGAAGGTCATAAGTGACCTGCACACCATGATCCTTGGGAAGATCAACATGACAAAGC
AGAGGTCGCAGCCTGTAGCTGTTATTTTCAAAGGAGCCCCAGGTATCGGTAAAACTTACTTGGTTCACAG
GCTTGCGCGGGACTTGGGCTGCCAACACCCAAGCACGATTAACTTTGGCCTTGACCATTTTGACTCATAT
ACGGGTGAGGAGGTGGCCATTGCGGACGAGTTCAACACCTGTGGGGACGGGGAGAGTTGGGTTGAGCTGT
TTATCCAAATGGTTAACACAAACCCGTGCCCACTCAACTGTGACAAAGCTGAAAACAAAAACAAGGTCTT
CAACTCAAAGTACTTGCTATGCACAACAAACTCCAACATGATACTGAATGCAACCCACCCTCGTGCTGGT
GCGTTTTACAGGAGGGTCATGATCGTTGAAGCACGAAATAAGGCTGTCGAGAGCTGGCAGAACACTAGAC
ACGGTTCCAAGCCAGGGAAGTCGTGCTTCAGCAAGGACATGTCACACCTCACCTTTCAGGTGTACCCTCA
CAACATGCCTGCTCCAGGATTTGTGTTTGTCGGGGAGAAACTGGTAAAGTCACAGGTCGCGCCCAGGGAG
TACAAGTACAGTGAGCTCTTGGACTTGATCAAAAGCGAGCACCCCGATGTGGCCTCATTCGAGGGTGCCA
ACAAGTTCAACTTCATCTACCCAGACGCCCAATACGAACAAGCGCTTCTCATGTGGAAACAGTATTTTGT
CATGTATGGATGTGTGGCAAGGCTTGCAAAGAATTTTGTTGAAGACATCCCATACAACCAAGTTCACATA
TCAAAGGCAAGTGACCCCAAAATTGGCGGGTGTGTGGAGTACCAGTGCAAGTTCCAACATCTTTGGCGTA
TGGTCCCACAGTTTGTTTTGGGGTGTGTGAACATGACAAACCAACTTGGCACCCCCTTAACCCAGCAACA
GTTAGACAGGATCACCAACGGGGTTGAGGGTGTCACCGTCACAACAGTGAACAACATCCTGCCGTTCCAT
TCACAAACTACACTCATAAACCCCTCTTTCATCAAGCTGATTTGGGCAGTCAGAAAGCACCTTAAGGGAC
TCAGTGGTGTAACGAGGGTGGCTCAATTCGTCTGGCGTGTTATGACCAACCCAGTTGATGCCTATGGTAC
CCTTGTCAGAACACTCACTGGGGCTGCCACCTTCTCGGATGACCCAGTTTCGACAACCATAATATGTTCC
AACTGCACGATCCAAATCCACTCCTGCGGTGGGTTGCTTGTGAGGTATTCAAGAGATCCTGCCCCCGTAG
CGTCAGACAATGTTGACCGTGGCGATCAAGGTGTTGACGTGTTCACTGACCCCAATCTCATTTCTGGGTT
TAGTTGGAGGCAGATTGCCCACTTGTTCGTTGAGGTGCTTTCCCACTTGTGCGCAAACCACCTTGTTAAC
CTTGCGACCGTGGCAGCGCTGGGTGCTGTTGCGACGAAAGGCTTCCAGGGTGTGAAAGGCAAGACAAAAC
GTGGTCGTGGTGCAAGGGTAAATTTGGGGAACGATGAGTACGACGAGTGGCAAGCTGCGCGTAGAGAATT
TGTCAACGCACATGACATGACTGCGGAGGAGTACCTCGCCATGAAGAACAAAGCCGCCATGGGAAGTGAC
GACCAAGACTCCATCATGTTTAGGAGTTGGTGGACCCGAAGACAGTTGAAACCTGACGAGGACCAAGTTA
CTATTGTCGGTAGGGGCGGAGTGAGAAACGAGGTCATTCGTACCAGGGCTAGGCAAGCCCCAAAAGGGCC
AAAGACACTGGATGATGGTGGTTTCTATGACAATGACTATGAGGGTCTGCCAGGGTTCATGAGACATAAC
GGCAGTGGTTGGATGATTCACATAGGTAACGGGTTGTACATATCTAACACCCACACCGCCCGGTCAAGCT
GCTCAGAGATAGTCACATGTTCACCCACCACTGACCTGTGCCTTGTTAAAGGTGAGACAATCCGCAGTGT
TGCCCAAATTGCCGAGGGAACCCCAGTTAGTGACTGGAAAAAGTCCCCCATCACGACCTATGGTATTAAG
AAAACTTTGTCAGATTCCACCAAGATTGACGTGCTGGCGTATGACGGTTGCACACAGACGACCCATGGGG
ACTGTGGGCTCCCGTTATATGACTCCAGCGGGAAGATTGTTGCCATACACACCGGCAAACTACTGGGGTT
TTCAAAGATGTGTACGTTGATTGACCTTACCGTAACAAAGGGGGTGTATGAAACATCAAACTTTTTCTGT
GGTGAACCAATCGAGTACAGGGGCATCACTGCGCACAGGCTTGTTGGCGCGGAACCTAGGCCCCCTGTTA
GTGGGACTAGGTATGCCAGGGTCCCAGGTGTGCCAGATGAGTATAAGACTGGTTACAGACCAGCCAATCT
TGGGCGCGGTGACCCAGACAGTGACAAGTCACTTATGAACATTGCAGTAAAGAATCTGCAGGTTTACCAG
CAAGAACCCAAGCTTAACAAGGTGGACGAGTTCATTGAGCGGGCAGCTGCCGACGTTTTGGGCTACTTGC
GTTTCCTAACCAAGGGAGAGCGCCAGTCAAATCTGAACTTTAAGGCGGCTTTTAACACCCTAGACCTGTC
CACCTCTTGTGGTCCCTTTGTTCCGGGAAAGAAGATCAACCATGTGAAAGATGGGGTGATGGACCAAGTT
CTAGCAAAACATCTTTACAAATGCTGGAGTGTTGCTAACTCTGGCAAGGCTCTCCACCACATATACGCGT
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GTGGGCTGAAGGATGAGCTCAGACCCCTTGACAAGGTGAAGGAGGGAAAGAAGAGACTGTTGTGGGGCTG
TGACGTCGGCGTTGCTGTGTGTGCCGCGGCCGTTTTCCACAACATATGCTACAAGCTAAAGATGGTCGCA
CGGTTTGGCCCTATTGCAGTCGGCGTTGACATGACATCCCGTGACGTCGACGTTATCATCAACAACCTCA
CCGCCAAGGCCAGCGACTTCCTGTGCTTGGATTACTCAAAATGGGATTCTACCATGTCACCATGTGTAGT
TAGGCTGGCTATTGACATCTTGGCTGACTGCTGTGAACAGACGGAACTTACCAAGAGTGTTGTGCTCACA
TTGAAGTCTCACCCCATGACCATTCTTGACGCCATGATTGTGCAAACCAAGCGTGGCCTTCCAAGTGGCA
TGCCCTTTACCTCGGTCATCAACTCTATTTGCCACTGGTTGCTTTGGTCCGCGGCTGTTTACAAGTCCTG
TGCTGAGATTGGTCTGCACTGCTCTAACTTGTACGAGGATGCCCCTTTCTACACGTACGGTGACGACGGT
GTGTACGCCATGACCCCAATGATGGTGAGCCTCCTGCCCGCCATAATAGACAACTTGAGGGACTATGGAT
TGTCACCCACTGCCGCGGACAAGACGGAGTACATAGATGTTTGCCCGCTCAACAAAATTTCATTTTTGAA
GCGCACCTTTGAGCTCACAGACATCGGGTGGGTGTCAAAATTGGACAAGTCCAGTATACTTAGGCAACTG
GAGTGGAGCAAGACAACATCCAGGCATATGGTGATTGAAGAGACACATGACCTGGCCAAGGACGAGCGTG
GTGTGCAGCTTGAGGAGCTGCAGGTTGCTGCTGCTGCCCACGGCCAAGAATTTTTCGACTTTGTATGCAA
GGAGCTCAACCGACAACAAGCATACACACAGTTTAGTGTTTACAGCTATGATGCTGCCAGGAAGATACTG
GCAGATCGGAAAAGGGTCGTCTCGGTAGTACCTGACGACGAATTTGTGAATGTTATGGAGGGCAAAGCCC
GCACGGCGTCGCAAGGCGAGACAGCGGGCACTGCTACCACAGCATCAGTCCCTGGAACCACAACCGACGG
TATGGACCCTGGTGTTGTGGCCACTACTAGTGTGGTCACCACCGAGAACGCGTCCACGTCGATTGCAACG
GCGGGGATTGGCGGTCCACCCCAACAAGTGGACCAACAAGAAACTTGGAGGACAAACTTTTACTACAATG
ATGTTTTTACATGGTCAGTTGCAGACGCCCCGGGCAACATCCTGTACACTGTCCAACACTCGCCACAAAA
CAACCCGTTCACAGCTGTTCTAAGTCAAATGTACGCTGGCTGGGCCGGTGGCATGCAGTTCCGGTTTATA
GTCGCTGGGTCAGGTGTCTTCGGTGGGCGTCTGGTTGCAGCGGTTATACCACCGGGCATTGAGATTGGGC
CGGGTTTGGAAGTCAGACAATTCCCTCATGTTGTCATTGACGCTCGTTCACTCGAACCAGTCACCATCAC
CATGCCGGACTTGCGTCCTAACATGTACCACCCGACAGGCAACCCTGGCCTCGTTCCCACGTTGGTCCTG
AGCGTTTACAACAACCTCATCAATCCATTTGGTGGATCCACGAGCGCGATCCAGGTCACGGTGGAAACAA
GGCCCAGTGAGGACTTTGAGTTTGTGATGATCCGTGCCCCCTCCAGTAAGACCGTTGACTCGATCTCGCC
CGCAGATCTCCTCACAACCCCAGTTCTCACTGGGGTTGGTACCGACAACAGATGGAATGGTGAGATAGTT
GGGCTGCAGCCAGTCCCCGGTGGGTTTTCTACGTGCAACAGACACTGGAACTTAAATGGTAGCACATTTG
GATGGTCAAGCCCGCGGTTTGCCGCCATTGACCACGACAGAGGTAACGCAAGTTACCCTGGAAGCAGTTC
GTCAAATGTACTTGAGCTTTGGTATGCTAGTGCCGGGTCTGCAGCTGACAACCCCATCTCCCAAATTGCT
CCAGATGGTTTCCCTGACATGTCATTTGTACCCTTCAGCGGCACCACCGTCCCTACCGCAGGGTGGGTCG
GGTTCGGTGGGATCTGGAACAGCAGTAATGGTGCCCCCTTCGTCACGACCGTGCAGGCTTATGAGTTGGG
CTTTGCCACTGGAGCACCGAGCAACCCTCAACCTACCACCACCACTTCAGGGGCTCAGATTGTTGCCAAG
TCCATCTATGGCGTTGCAACTGGCATAAACCAGGCAACAGCCGGGTTGTTTGTGATGGCATCGGGTGTCA
TATCCACCCCAAACAGTAGTGCCATTACGTACACACCTCAGCCAAACAGGATTGTCAATGCACCTGGCAC
CCCTGCTGCCGCTCCTATTGGCAAGAACACACCCATCATGTTCGCGTCTGTTGTTAGGCGCACCGGCGAC
ATCAACGCTGAGGCCGGTTCAACTAACGGAACCCAGTACGGCGCGGGATCACAACCACTGCCGGTGACAG
TTGGACTTTCACTGAACAATTACTCGTCGGCACTTATGCCTGGGCAGTTCTTTGTTTGGCAGCTGAACTT
CGCTTCCGGCTTCATGGAACTTGGCTTGAGTGTTGATGGATACTTCTATGCGGGGACAGGGGCTTCAGCC
ACCCTCATTGACCTGTCAGAACTTGTTGACATCCGCCCTGTGGGACCCAGACCGTCCACAAGCACGCTTG
TGTACAACTTGGGGGGCACAACCAATGGCTTTTCTTATGTCTGAATTTGTTGGACTTGGACTTGCAGGTG
CCAGCGTTTTGAGCAGCGCTCTGCTCCGCAGGCAGGAGTTGCAACTACAAAAACAAGCTTTAGAAAATGG
GTTGGTTTTAAAGGCCAATCAGTTGAGTAGATTAGGTTTTAACCCTAATGAAGTTAAGAGTATGATTGTA
GGTAGTAATTTTAGTGGCAATGTTAAGTTAAGTAATATGCATAATGATGCTAGTGTAGTTAGTGCTTATA
GTATGTATAATCCTGCCAGTAATGGCATTAGGAAGAAAATTAAAAGCTTTAATGATAGTGTTAAGGTTTA
TAATACCACTGGCGAGTCCAGTGCTTGATTAGAATTGACTTAAATTTAATTGGTTTAGTTATGAATTTAA
TTGGCTTTATAGTTTAGAGTAAGCTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

La cepa RHDV-N11 ha sido depositada y aceptada en la European Collection of Cell
Cultures (ECACC), Centre for Emergency Preparedness and Response (CEPR),
Porton Down, Salisbury, SP4 OJG, Reino Unido con el nimero de depoésito de
referencia 13011501, el 15 de Enero del 2013. Este depdsito se realiz6 bajo los

mismos requerimientos que aquéllos establecidos segun el Tratado de Budapest, por
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parte de la Universidad de Oviedo quien actu6 como depositante. Paralelamente, el
depositante ha autorizado por escrito a la Organizacion Interprofesional Cunicola
(Intercun) a hacer referencia a dicho material biolégico citado en la presente solicitud,
0 a cualquier solicitud de patente posterior que se derive de ésta o0 que reivindique
prioridad de la misma, y ha dado su consentimiento irrevocable y sin reservas para

que el material bioldgico depositado esté disponible al publico.

Asi, un primer aspecto de la presente invencion es una cepa del virus de la
enfermedad hemorrgica del conejo depositada en la European Collection of Cell
Cultures (ECACC), Centre for Emergency Preparedness and Response, Porton Down,
Salisbury, SP4 OJG, Reino Unido con el nimero de depésito 13011501.

Los inventores han comprobado que la cepa objeto de la presente invencién, una vez
inactivada, confiere proteccion efectiva contra la nueva variante del virus RHDV,
protegiendo de manera total a los animales inmunizados, a diferencia de las vacunas
comerciales existentes en la actualidad. Es decir, la capacidad profilactica que muestra
la cepa inactivada de la presente invencién contra una infeccion provocada por RHDV-
N11 es mucho mayor que la que muestran las vacunas disponibles en el estado de la

técnica para esa variante.

Asi, en una realizacion preferida, la cepa del virus que representa el primer aspecto de

la presente invencion esté inactivada.

En otra realizacion preferida, la inactivacion del virus se realiza mediante tratamiento

por calor.

En otra realizacion preferida, la inactivacion del virus se realiza mediante tratamiento

quimico.

En otra realizacion preferida, la inactivacion del virus mediante tratamiento quimico se
realiza con un agente seleccionado del grupo que consiste en [beta]-propiolactona y

formaldehido.

En otra realizacion preferida, la cepa inactivada mediante tratamiento quimico es

aguélla depositada en la European Collection of Cell Cultures (ECACC), Centre for
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Emergency Preparedness and Response, Porton Down, Salisbury, SP4 OJG, Reino
Unido con el nimero de dep6sito 13042401, el 24 de Abril del 2013. Este depdsito se
realizd bajo los mismos requerimientos que aquéllos establecidos segun el Tratado de
Budapest, por parte de la Universidad de Oviedo quien actué como depositante.
Paralelamente, el depositante ha autorizado por escrito a la Organizacion
Interprofesional Cunicola (Intercun) a hacer referencia a dicho material bioldgico citado
en la presente solicitud, o a cualquier solicitud de patente posterior que se derive de
ésta o que reivindique prioridad de la misma, y ha dado su consentimiento irrevocable

y sin reservas para que el material biol6gico depositado esté disponible al puablico.

En otra realizacion, utilizando técnicas de biologia molecular bien establecidas en el
area de la técnica, se aisla la secuencia de cDNA que codifica por la proteina
mayoritaria de la capside VP60 de la cepa segun el primer aspecto de la invencion, se
clona, y se expresa en un sistema heterdlogo, que puede ser tanto procariota como
eucariota. Entre los primeros destaca E.coli, y entre los segundos las levaduras
(Saccharomyces, Pichia), las células de insecto y las células de ovario de hamster
chino (CHO). La clonacion y expresion de la proteina VP60 recombinante de la cepa
segun el primer aspecto de la invencion permite obtener de forma aislada la proteina

antigénica principal de la nueva cepa.

En otra realizacion, utilizando las mismas técnicas de biologia molecular, se aislan las
secuencias de cDNA que, dentro de la secuencia global de la VP60, codifican por los
dominios mas expuestos de la VP60 cuando esta plegada correctamente en una
particula virica. La clonacion y expresion de los dominios antigénicos mas importantes
de la VP60 de la cepa segun el primer aspecto de la invencién permite obtener las

minimas unidades estructurales inmunogénicas de la nueva cepa.

En otra realizacion, el fragmento de secuencia de cDNA que se clona y se expresa
aisladamente de la VP60 de la cepa segun el primer aspecto de la invencion es el que
codifica por el dominio P (nucle6tidos 5986 a 7044 de la SEQ ID NO: 1).

Un segundo aspecto de la presente invenciébn es una vacuna que comprende una
cantidad inmunogénicamente efectiva de la cepa inactivada definida anteriormente

junto con un vehiculo veterinariamente aceptable.
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En otra realizacion preferida, la vacuna ademéas comprende al menos un adyuvante

veterinariamente aceptable.

En otra realizacion preferida, la vacuna definida anteriormente es adecuada para su

administracién por via intramuscular.

En otra realizacion preferida, la vacuna definida anteriormente es adecuada para su

administracién por via subcutanea.

En otra realizacion preferida, la vacuna definida anteriormente es adecuada para su

administracién por via intradermal.

En otra realizacion preferida, la vacuna definida anteriormente contiene una dosis
efectiva viral que esta entre 1000 y 10000 HAU/dosis (Unidades de Hemaglutinacion
por dosis). La dosis efectiva, sin embargo, puede ser ajustada facilmente por el

experto en la materia en una serie de experimentos estandar de ensayo y error.

En otra realizacion, la vacuna comprende una cantidad inmunogénicamente efectiva
de la proteina VP60 expresada aisladamente mediante técnicas de DNA

recombinante, junto con un vehiculo veterinariamente aceptable.

En otra realizacion, la vacuna comprende una cantidad inmunogénicamente efectiva
de al menos un dominio expuesto de la proteina VP60 de la cepa segun el primer
aspecto, expresado aisladamente mediante técnicas de DNA recombinante, junto con

un vehiculo veterinariamente aceptable.

En otra realizacion, la vacuna comprende una cantidad inmunogénicamente efectiva
del dominio P de la VP60 de la cepa segun el primer aspecto, expresado aisladamente
mediante técnicas de DNA recombinante, junto con un vehiculo veterinariamente

aceptable.

Un tercer aspecto de la presente invencion es la vacuna para Su uso como

medicamento.

Este tercer aspecto puede ser reformulado como el uso de la vacuna anteriormente
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descrita para la fabricacién de un medicamento.

En otra realizacion preferida, el uso como medicamento definido anteriormente esta
destinado a la prevencion de la enfermedad hemorragica del conejo. Esta realizacion
preferida puede ser reformulada como el uso de la vacuna segun se ha definido
anteriormente para la preparacion de un medicamento para la prevencién de la
enfermedad hemorragica del conejo. Alternativamente, la invencion se refiere a un
método para la prevencion de la enfermedad hemorragica del conejo que comprende
administrar una cantidad profilacticamente y/o terapéuticamente efectiva de la vacuna

segun se ha definido anteriormente a un conejo que lo precise necesario.

Un cuarto aspecto de la presente invencién es la cepa del virus inactivada definida
anteriormente para su uso como inmundgeno. Con ello, la cepa de virus en forma
inactivada definida anteriormente se emplea para inducir una respuesta del sistema
inmune, ya sea una respuesta humoral y/o celular, y con ella en una realizacién
particular se preparan medicamentos para la prevencion de la enfermedad

hemorrégica del conejo.

Un quinto aspecto de la presente invencion es un método para preparar la vacuna
definida anteriormente, que comprende:

a) obtener una muestra de la cepa del virus de la enfermedad hemorragica del conejo
como la definida en el primer aspecto;

b) inactivarla; y

c) afadirle excipientes y opcionalmente adyuvantes veterinariamente aceptables para

dar un producto final administrable.

En una realizacion preferida del quinto aspecto, la inactivacion del virus se realiza por

tratamiento quimico.

En otra realizacion preferida del quinto aspecto, la inactivacion quimica se realiza

mediante tratamiento con [beta]-propiolactona o formaldehido.
Un sexto aspecto de la presente invencion es la proteina VP60 o los dominios mas

expuestos de la VP60 expresados y purificados aisladamente mediante técnicas del

DNA recombinante para su uso como antigeno en la deteccién de la presencia de
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anticuerpos contra la cepa segun el primer aspecto de la invencion. El uso de la VP60
o de alguno de sus dominios aisladamente permite mediante técnicas rutinarias de
diagnostico, como por ejemplo las técnicas inmunoquimicas (ELISA, western blot, etc),

la deteccién de los anticuerpos contra la nueva cepa.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Ademas, la palabra “comprende” incluye el caso “consiste en”. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion. Ademas, la presente invencién cubre todas las

posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas aqui indicadas.

Definiciones:

El término "vacuna" como se usa aqui, se refiere a cualquier tipo de agente bioldgico,
que se administra de cualquier forma, que es capaz de estimular una respuesta
inmune en un animal inoculado con la vacuna. La vacuna tipicamente incluye un
agente viral en forma inactivada, aunque pueden contener agentes virales atenuados o
incluso vivos. Las vacunas usualmente se basan en el propio virus 0 en una parte

inmunogénica (antigénica) del mismo.

El término "cantidad inmunogénicamente efectiva" como se usa aqui, se refiere a la
cantidad de antigeno (es decir de la cepa inactivada de la invencion) suficiente para
inducir una respuesta inmune a nivel celular y/o humoral detectable en un animal
vacunado. La cantidad particular administrada puede variar en funcién de las

circunstancias asociadas a cada caso, como por ejemplo la ruta de administracion.

El término "cantidad profilacticamente y/o terapéuticamente efectiva" como se usa
aqui, se refiere a la cantidad de vacuna suficiente para inducir o potenciar una
respuesta inmune a nivel celular y/o humoral detectable en un animal. Por
profilacticamente se entiende aqui que se administra la vacuna a un animal que no
esta infectado, mientras que por terapéuticamente se refiere a que se administra la

vacuna a un animal que padece la enfermedad, con el fin de potenciar su respuesta
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inmune. La cantidad particular administrada puede variar en funcion de las

circunstancias asociadas a cada caso, como por ejemplo la ruta de administracion.

El término "virus inactivado" como se usa aqui, se refiere a un virus que en
condiciones naturales es virulento, pero que ha sido modificado de tal manera que no
es capaz de colonizar a un huésped, que no es capaz de causar una enfermedad o
que causa una enfermedad con sintomas significativamente reducidos, y ademas si
que es capaz de inducir una respuesta inmune protectora. Tipicamente los virus se

inactivan mediante un tratamiento quimico o por calor.

El término "respuesta inmune protectora" como se usa aqui, se refiere a una respuesta
inmunolégica celular y/o humoral que previene o demora la infeccién y la enfermedad

producida por el RHDV.

El término “composicion veterinaria” se refiere a una la mezcla de una cantidad
inmunogénicamente efectiva de la cepa inactivada de la presente invencion junto con
otros componentes quimicos, como por ejemplo excipientes, diluyentes, portadores,
vehiculos o0 adyuvantes aceptables. La composicién veterinaria facilita la

administracion de la vacuna al organismo.

El término “excipiente veterinariamente aceptable” se refiere a un material,
composicion o vehiculo veterinariamente aceptable, como por ejemplo un relleno
liguido o sélido, diluyente, excipiente, solvente, o material de encapsulacién. Cada
componente tiene que ser aceptable veterinariamente en el sentido de ser compatible
con los otros ingredientes de la composicion veterinaria. Ha de ser adecuado para el
uso en contacto con tejidos u érganos de animales sin demasiada toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica u otros problemas o complicaciones acordes con un ratio razonable

de riesgo/beneficio.

El término "adyuvante veterinariamente aceptable " como se utiliza aqui, se refiere a
un agente farmacoldgico que potencia el efecto de otro agente (en este caso la
vacuna). Los adyuvantes se incluyen tipicamente en vacunas para mejorar la
respuesta inmune (del animal inmunizado) contra los antigenos de la vacuna. Esto lo
pueden conseguir por diferentes mecanismos. Algunos adyuvantes actian como un

depdsito para el antigeno, potenciando su presentacion al sistema inmune del animal
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infectado. Otros actian como irritante lo que produce que el organismo del huésped
reclute y amplifique su respuesta inmune. Ademas los adyuvantes ayudan en la
estabilizacién de la formulacion de los antigenos. Tipicamente son aceites minerales,

glicéridos o derivados de &cidos grasos.

El término “inmundgeno” como se utiliza aqui, se refiere a una substancia que es
capaz de inducir una respuesta del sistema inmune, ya sea una respuesta humoral y/o
celular.

A lo largo de la descripcion, se hace referencia al genoma o partes del genoma del
virus en forma de DNA. Por DNA se entiende aqui el cDNA (DNA complementario) que
ha sido sintetizado utilizando como molde el RNA original del virus.

EJEMPLOS

Materiales y métodos

Animales.
Se han empleado conejos de raza hibrida de 25 a 30 dias de edad al inicio de la
experimentacion. Los animales provienen de explotaciones ganaderas sin historia

clinica reciente de enfermedad hemorragica.

Extracto de higado conteniendo RHDV-N11.

Se partié de una mezcla de higados de gazapos procedentes de un mismo brote de
enfermedad hemorragica (RHD) detectado en Navarra en 2011, en los que se habia
demostrado (mediante RT-PCR y aglutinacion de glébulos rojos humanos de tipo B la
presencia del virus RHDV-N11. Los higados troceados (peso total aproximado 60g) se
mezclaron con 300ml de tampdn fosfato salino (PBS) pH= 7,5 y se homogenizaron con
un aparato Ultra-turrax 25 a temperatura ambiente. El extracto resultante se centrifugé
a 1000g durante 10 min a temperatura ambiente y se desecho6 el sedimento. El
sobrenadante resultante se centrifugd a 30000g durante 30 min a 4°C. El
sobrenadante de la segunda centrifugacion se almacené a -80°C en alicuotas de 10 y
1 ml hasta su uso. Este extracto soluble se denominara en adelante “Extracto
RHDVN11 02/08/2012”. Se han depositado muestras de este extracto en la “European

Collection of Cell Curtures” (Health Protection Agency. Porton Down, UK) con la
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referencia n® 13011501.

Medida de la aglutinacién de glébulos rojos tipo B.

Se emplearon suspensiones de glébulos rojos humanos de tipo B (GRH-B) al 2% en
PBS. Para la medida de la capacidad aglutinante de los extractos de higado
conteniendo el RHDV-N11 se afiadieron alicuotas de 25 microlitros del extracto
descrito en el apartado anterior diluidas en serie (1/2) en 12 pocillos consecutivos
utilizando PBS frio en placas con fondo en V. Posteriormente se afiadié a cada pocillo
un volumen igual de la suspension de GRH-B al 2%, mezclando suavemente el
contenido de los pocillos e incubando a 4°C. Las unidades de aglutinacion (UA) se
obtienen hallando el inverso de la mayor diluciéon que aun permite ver aglutinaciéon. El
analisis del extracto RHDVN11 02/08/2012 mostr6 tener una capacidad aglutinante de
20480 UA/ml extracto.

Muestras de suero sanguineo.

Para obtener suero sanguineo para los analisis de presencia de anticuerpos se
extraen muestras de sangre de la vena marginal de la oreja con agujas 25G vy jeringas
de 1ml. Las muestras se dejan coagular y el suero obtenido se guarda a -20° hasta su

uso.

ELISA para la deteccion de anticuerpos frente al RHDV.
Para este propésito se ha utilizado el sistema INGEZIM Rabbit 17. RHD. K.1

(INGENASA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

ELISA de captura para la deteccién de antigeno del RHDV.

La presencia de antigeno de RHDV en muestras de higado de conejo se investigd
utilizando el sistema INGEZIM RHDV das 17.RHD.K2 siguiendo las instrucciones del

fabricante.

RT-PCR.

La transcripcion reversa (RT) y posterior amplificacion mediante PCR se realiz6 con
RNA extraido de 20mg de higado de conejo utilizando el sistema comercial RNAeasy y
RNA extraction kit (QIAGEN lberia), la transcriptasa reversa Superscript Il (Invitrogen
Corp) y LA-Tag polimerasa (Takara Bio, Otsu, Japan), empleando los cebadores
RhdF1 (5-TTGGCAATGACAACAGGTGG-3) (SEQ ID NO:2) y RhdR4 (5-
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GGTGTGTTCTTACCCACAGG-3') (SEQ ID NO:3) 0.2uM, y MgCI2 1.5mM. La
amplificacion se realiza empleando el siguiente programa: 94°C 3 min; 30 ciclos de
94°C, 30 s; 53°C, 30 s y 68°C, 30 s, con una extension final de 5 min a 72°C. Para
confirmar el tipo de RHDV, la banda amplificada de aproximadamente 738 pb se
purifica mediante electroforesis y se somete a secuenciacion.

La secuencia obtenida al analizar los extractos que contienen RHDV-N11 ha sido
depositada en GenBank con el nimero de acceso JX133161 (version 1 de 10.12.2012)

(corresponde a una parte de la secuencia de la proteina de la capside — VP1).

Resultados

Valoracion de la infectividad del RHDV-N11.

Para investigar la patogenicidad del virus presente en el extracto RHDVN11l

02/08/2012 se realizaron infecciones experimentales empleando tres grupos de
animales (dos grupos de 10 animales y uno de cinco) y dos cantidades diferentes de

inoculo viral formuladas en tampon fosfato salino como se describe a continuacion:

Dosis alta (A): 7ml Extracto RHDVN11 + 7 ml de PBS. La mezcla contiene >10.000
UA/ml. Dosis baja (B): 0,7ml Extracto RHDVN11l + 13,3 ml de PBS. La mezcla
contiene >1.000 UA/mI.

Grupos experimentales: Todos los animales empleados (gazapos de 35 dias)
proceden de una explotacion sin historia reciente de RHD. Antes del desafio se
tomaron muestras de sangre para valorar la presencia de anticuerpos frente al RHDV.
Dos de los grupos de animales fueron retados con el extracto que contiene el RHDV-
N11 mediante inyeccion intramuscular en una pata trasera empleando las dosis que se

indican a continuacion.

Grupo 1: 10 animales retados con 1ml de la dosis A (10.000 UA)
Grupo 2: 10 animales retados con 1ml de la dosis B. (1.000 UA)

Grupo 3: 5 animales centinela. No retados y mantenidos en otra habitacion.

Tras la aplicacion del virus los animales fueron observados diariamente para evaluar
su estado sanitario. A las 24h tras el desafio se encontraron muertos dos animales del
grupo 1 y un animal del grupo 2. Antes de las 48h desde el reto murié un animal del

grupo 1y cuatro del grupo 2, encontrdndose muerto otro animal del grupo 2 antes de
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las 72h desde el reto. En la semana siguiente al reto no se produjeron mas muertes en
los grupos de animales infectados. No se observaron bajas en el grupo 3 de animales
centinela. La mortalidad registrada en el grupo 1 retado con la dosis alta de virus fue
del 50% (5/10) mientras que en el grupo 2, desafiado con la dosis menor de virus, fue
del 60% (6/10).

Los resultados obtenidos indican que el virus RHDV-N11 presente en los extractos de
higado era altamente infeccioso y que una dosis conteniendo 1000 UA de RHDV-
N11l/animal fue suficiente para producir indices de mortalidad promedio del 55% en
animales de 35 dias de edad cuando éstas se administran por via intramuscular.
Estos porcentajes de mortalidad son semejantes a los observados en el campo en

infecciones naturales.

Los porcentajes de mortalidad obtenidos en los dos grupos experimentales indican que
la dosis letal 50 (DL50) sera una cantidad inferior a la empleada en el grupo 2.

En los experimentos de desafio posteriores se emplearan dosis equivalentes a la

utilizada en el grupo 2 (1000 UA/animal).

Elaboracién de una vacuna inactivada frente al RHDV-N11.

20 ml del extracto de higado conteniendo RHDV-N11 se trataron con 60 microlitros de
[beta]-propiolactona (BPL) y se agité la mezcla a temperatura ambiente hasta su total
disolucién. Posteriormente se incub6 a 37°C durante 24 horas. La preparaciéon con el

virus inactivado se almacen6 a 42C hasta su uso.

Para su aplicaciéon en animales, el antigeno inactivado se mezclé con un volumen igual

(20 ml) de tampon fosfato salino (PBS).

La vacunacién de los animales se realiza administrando 1 ml/animal de la mezcla

anterior ( > 10000 UA) por via subcutanea.

Eficacia vacunal del antigeno RHDV-N11 inactivado con BPL.

Con objeto de evaluar la eficacia de una vacuna elaborada con el RHDV-N11
inactivado quimicamente con BPL se utilizaron 53 conejos de aproximadamente 22

dias de edad procedentes de una explotacion ganadera sin historia reciente de RHD.
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Los animales se distribuyeron en 5 grupos experimentales como se indica a

continuacion:

Grupos 1 a 4: 12 animales/grupo

Grupo 5: 5 animales.

Los animales de los grupos 1 y 2 se alojaron en un mismo box, los grupos 3y 4 se
alojaron en otro box y el grupo 5 en un tercer box independiente del &area de

contencion biol6gica del animalario.

Después de 5 dias de aclimatacion en el animalario, un dia antes de la vacunacion, se
tomé una muestra de sangre de todos los animales para investigar la posible
presencia de anticuerpos frente al RHDV empleando el test INGEZIM Rabbit 17. RHD.
K.1. Se observdé que 9/53 tenian reaccion positiva en el ELISA. Los animales
seropositivos se distribuyeron uniformemente entre los 5 grupos experimentales a

razén de 2 o 3 por grupo.

Tras el analisis serolégico los animales de los grupos 1 y 3 (27 dias de edad) se
vacunaron por via subcutanea con 1 ml/animal de la soluciéon del virus RHDV-N11,
inactivado previamente con [beta]-propiolactona (BPL). Los animales de los grupos 2 y
4 se inyectaron con 1 ml de suero salino estéril por la misma via con agujas de 23 Gy
jeringas de 2 ml (vacunacién-placebo). Los conejos del grupo 5 no se trataron y

actuaron como testigos.

Durante los dias siguientes se realiz6 revision general de todos los animales
apuntando posible reaccion a la vacuna en el punto de inoculacion o posibles sintomas
digestivos, respiratorios o nerviosos. No se observaron signos resefiables en la

mayoria de los animales.

A los 7 dias después de la vacunacion se extrajo una muestra sanguinea de todos los
animales de los grupos 1, 2 y 5. El andlisis de los sueros permitié observar que ningn
animal tenia anticuerpos detectables frente al RHDV, incluyendo los vacunados (grupo
1) y aquellos que en el analisis previo a la vacunacion parecian tener anticuerpos

contra el virus.
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Posteriormente al sangrado, se inoculé 1 ml/animal de una solucion del virus RHDV-
N11 ( > 1000 UA) por via intramuscular en la extremidad posterior derecha a los
animales de los grupos 1y 2 cuando éstos tenian aproximadamente 34 dias de vida.

Para el seguimiento de la infeccion se tomé la temperatura rectal una vez al dia a

todos los animales y se apuntan aquellos sintomas observados.

A las 48 del desafio aparecieron muertos 4 conejos, todos ellos pertenecientes al
grupo 2 de animales no vacunados. Al siguiente dia (72hpd) aparecié muerto otro
animal, también del grupo 2. De todos ellos, se extrajo muestra hepatica para su
posterior andlisis. Los higados eran de consistencia friable y con disminucién de la

coloracion. No se observaron otras lesiones anatdbmicas resefables.

En la mayoria de los animales muertos no se habian observado previamente signos
comunes destacables. En algunos casos se detectaron signos de ataxia, disnea,
ictericia o deshidratacion sin que hubiera un patrén comun. En todos los casos de los
animales muertos se observl una subida de la temperatura rectal por encima de 40°

un dia antes de la muerte.

7 dias después del reto todos los animales supervivientes de los grupos 1y 2 fueron
sacrificados recogiendo muestra sanguinea por puncion intracardiaca con agujas de
21 G y 40 mm previa anestesia con Ketamina + xylacina y muestra hepatica en la
necropsia de cada animal. No se observaron lesiones macroscépicas en los 6rganos

de los animales sacrificados.

Todos los animales del grupo 1 (vacunados) sobrevivieron al reto durante 7 dias.
Solamente 7 de ellos presentaban niveles positivos de anticuerpos anti-RHDV
medidos por ELISA. El analisis de muestras de higado de los 12 animales vacunados
y sacrificados a los 7 dias después del reto no permitié detectar la presencia de

antigeno viral por ELISA de captura ni el RNA viral mediante RT-PCR.

El porcentaje de mortalidad en el grupo 2 (placebo) fue del 41,6% (5 de 12 animales).
El andlisis de los sueros de los animales supervivientes no permitié detectar la
presencia de anticuerpos anti-RHDV. El andlisis de las muestras de higado de los 5

animales muertos del grupo 2 permitié encontrar tanto RNA (RT-PCR) como antigeno
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viral (ELISA). El andlisis de las muestras de higado de los conejos supervivientes fue
negativo para estas dos pruebas.

Los resultados del desafio de los animales vacunados con el antigeno RHDV-N11
inactivado indican que este tratamiento protege el 100% de los animales tratados
mientras que la mortalidad en el grupo placebo es del 41,6%, en el rango de lo
observado en las infecciones naturales detectadas en las explotaciones industriales de

conejos.

A los 15 dias de la vacunacion, se extrajo una muestra sanguinea de todos los
animales de los grupos 3, 4. El andlisis de los sueros permitié observar que el 50% de
los animales vacunados (grupo 3) tenia anticuerpos detectables frente al RHDV.
Ninguno de los animales del grupo 4 (placebo) tenia niveles detectables de
anticuerpos, incluyendo aquellos que en el andlisis previo a la vacunacion parecian

tener anticuerpos contra el virus.

Posteriormente al sangrado, se inoculé 1 ml/animal de una solucion del virus RHDV-
N11 ( > 1000 UA) por via intramuscular en la extremidad posterior derecha a los

animales de los grupos 3y 4 cuando éstos tenian aproximadamente 42 dias de vida.

Para el seguimiento de la infeccion se les tomo temperatura rectal una vez al dia a

todos los animales y se apuntaron aquellos sintomas observados.

A las 24 horas del desafio apareci6 muerto 1 conejo del grupo 3 (vacunados) que ya
presentaba signos de pérdida de peso, heces blandas, anorexia y debilidad antes de la
inoculacion del virus. Se le realiz6 la necropsia observando un cuadro neumaonico
generalizado en ambos pulmones sin lesiones hepaticas aparentes. Se recogio
muestra hepatica y los andlisis de RT-PCR y captura de antigeno no permitieron

detectar la presencia del RHDV.

A las 96 horas después del reto aparecié muerto un animal del grupo 4 (placebo). En
la necropsia se observé neumonia hemorragica bilateral con sangre en ambos ollares
y pérdida ligera de coloracién hepatica y consistencia disminuida. Se tomo6 muestra
hepéatica para su posterior andlisis. En este animal, como en los casos de los

animales muertos tras el desafio a los 7 dias después de la vacunacién, se observé
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una subida de la temperatura rectal por encima de 40° un dia antes de la muerte.

7 dias después del reto todos los animales supervivientes de los grupos 3 (11
animales) y 4 (11 animales) fueron sacrificados recogiendo muestras sanguineas por
puncién intracardiaca con agujas de 21 G y 40 mm previa anestesia con Ketamina +
xylacina y muestra hepética en la necropsia de cada animal. No se observaron

lesiones macroscapicas en los 6rganos de los animales sacrificados.

10 de los 11 animales del grupo 3 (vacunados) que sobrevivieron al reto durante 7
dias mostraban niveles positivos de anticuerpos anti-RHDV medidos por ELISA. El
analisis de los sueros de los animales supervivientes del grupo 4 (placebo) permitié
detectar la presencia de anticuerpos anti-RHDV en 3 de los 11 animales

supervivientes.

El porcentaje de mortalidad en el grupo 4 (placebo) fue del 8,3% (1 de 12 animales). El
andlisis de la muestra de higado del animal muerto en el grupo 4 permiti6 encontrar
tanto RNA (RT-PCR) como antigeno viral (ELISA).

El andlisis de las muestras de higado de los conejos supervivientes, tanto los
vacunados (grupo 3) como los no vacunados (grupo 4) fue negativo para estas dos

pruebas.

Los resultados indican que la mortalidad debida al RHDV-N11 en animales de mas de
40 dias de edad es menor que la observada en los animales de menor edad. No
obstante, la vacunacién de este tipo de animales permite proteger el 100% de los

mismos frente a un reto virulento con RHDV-N11.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa del virus de la enfermedad hemorragica del conejo depositada en la European
Collection of Cell Cultures (ECACC), Centre for Emergency Preparedness and
Response, Porton Down, Salisbury, SP4 OJG, Reino Unido con el nimero de depdsito
13011501.

2. Cepa de virus segun la reivindicacién 1, en forma inactivada.

3. Cepa de virus segun la reivindicacion 2, en donde la inactivacion del virus se realiza

mediante tratamiento quimico.

4. Cepa de virus segun la reivindicacion 3, en donde la inactivacién del virus mediante
tratamiento quimico se realiza con un agente seleccionado del grupo que consiste en

[beta]-propiolactona y formaldehido.

5. Cepa de virus segun la reivindicaciéon 4 depositada en la European Collection of Cell
Cultures (ECACC), Centre for Emergency Preparedness and Response, Porton Down,
Salisbury, SP4 OJG, Reino Unido con el nimero de depdsito 13042401.

6. Vacuna que comprende una cantidad inmunogénicamente efectiva de la cepa segun
cualquiera de las reivindicaciones 2-5 junto con un excipiente veterinariamente

aceptable.

7. Vacuna segun la reivindicacion 6, que ademas comprende al menos un adyuvante

veterinariamente aceptable.

8. Vacuna segun las reivindicaciones 6-7, en donde la vacuna es adecuada para su

administracion por via intramuscular.

9. Vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8 para sSu usO como

medicamento.

10. Vacuna para el uso segun la reivindicacion 9, donde el medicamento esta

destinado a la prevencion de la enfermedad hemorragica del conejo.
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11. Cepa del virus segun cualquiera de las reivindicaciones 2-5 para su uso como

inmundgeno.

12. Método para preparar la composicibn de una vacuna segun cualquiera de las
reivindicaciones 6-8, que comprende:

a) obtener una muestra de la cepa del virus de la enfermedad hemorragica del conejo
segun la reivindicacion 1;

b) inactivarla; y

c) afadirle excipientes y opcionalmente adyuvantes veterinariamente aceptables para

dar un producto final administrable.

13. Método segun la reivindicacién 12, en donde en la etapa b) la inactivacion del virus

se realiza por tratamiento quimico.

14. Método segun la reivindicacién 13, en donde la inactivacion quimica se realiza

mediante tratamiento con [beta]-propiolactona o formaldehido.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Organizacion Interprofesional para Impulsar el Sector Cunicola INTERCUN

<120> RHDV-N11
<160> 3

<170> BiSSAP 1.0
<210> 1

<211> 7472
<212> DNA
<213> Viruses
<220>

<221> source
<222>1..7472
<223> /mol_type="DNA"

/organism="Viruses"

<400> 1
gtgaaaatta tggcggctat gtcgcgcectt actggcatga caactgctat tctcccagta 60

aagaaaccct taagtttctt cctggacctc agggacaaga cccctecctg ttgtactcgg 120

gcacccggga aactggcttg gccagtcttc ctggaacaaa acggaaaaga aggacctctg 180

gagacatgtg acaaatgtgg caaatggctt aacggctttg gtactttcgg actagaggat 240

ctcggtgatg tctgettgtg ctcecgtgace aaacagcaac acaaatttgg acccacttgt 300

ttgtgtaacc gtgcatacat acacgactgc ggccgctgge ggcgecgceag tegttttctt 360

aaacactaca aggcattgaa caaagtcatc ccctgtgctt accgattcgg tgaaggagcc 420
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cccacccccg tetttgaggg cgaggttgat gacttgttta ttgagctcgg ggcaccaacc 480

agcatgggct ttatggacaa gaaactgctt aagaaaggta agaaactgat ggacaagttt 540

gttgatgttg atgagccctg cctgacatca aaggacgcca accttctcga ctccatcget 600

tctgacagca ccatacgcgc gaagctggag gaggagtatg gtgttgagat ggtgcaggca 660

gcacgagaca ggaaagactt tatgaggaac ctcagacttg ctttagataa ccggcccget 720

aaccctatga cttggtacac cagacttggc aatatcacgg taaaaggaaa acagtgggca 780

aagaagattg tttatggtgt ccatagagtt actgacccac tgaagacgtt ggcctcaatc 840

ttattggttg gcctccacaa cgctattgct gtggacacaa cagtgatgct gtcaacgttt 900

aaacctgtaa acctgctggc tattctcatg gactggacca acgacttgac tggattcatc 960

accacgcttg tgaggctact agagttgtac ggtgttgtgc aggccaccgt caacttgatt 1020

attgaaggtg tgaagagctt ctgggacaag gtaatttgtg cgacggaacg ttgctttgac 1080

ttgctcaaaa ggctgtttga cacattcgag gaatctgtcc ccacaggacc aactgcaggc 1140

tgcctcatct tcatggcttt cgtcttttcc actgttgtgg ggtacttgcc caacaacagt 1200

gtgatcacaa ccttcatgaa gggcgccggt aagctcacaa cgtttgcagg ggtggttggt 1260

gctattcgaa cgttgtggat caccatcaac caacacatgg tagccaagga cctcaccagc 1320

atacagcaaa aggttatgac agttgtgaaa atggctaatg aggcagcgac gttggaccaa 1380

ctagagatcg tcagctgcect ctgctcagaa ctggagaaca cactgacaaa caggtgtacc 1440

ctaccatcat acaaccaaca ccttggaatc ttgaatgcgt ctcagaaggt cataagtgac 1500
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ctgcacacca tgatccttgg gaagatcaac atgacaaagc agaggtcgca gectgtagct 1560

gttattttca aaggagcccc aggtatcggt aaaacttact tggttcacag gcttgcgcgg 1620

gacttgggct gccaacaccc aagcacgatt aactttggcec ttgaccattt tgactcatat 1680

acgggtgagg aggtggccat tgcggacgag ttcaacacct gtggggacgg ggagagttgg 1740

gttgagctgt ttatccaaat ggttaacaca aacccgtgcc cactcaactg tgacaaagct 1800

gaaaacaaaa acaaggtctt caactcaaag tacttgctat gcacaacaaa ctccaacatg 1860

atactgaatg caacccaccc tcgtgetggt gegttttaca ggagggtcat gatcgttgaa 1920

gcacgaaata aggctgtcga gagctggcag aacactagac acggttccaa gccagggaag 1980

tcgtgcttca gcaaggacat gtcacacctc acctttcagg tgtaccctca caacatgcct 2040

gctccaggat ttgtgtttgt cggggagaaa ctggtaaagt cacaggtcgce gcccagggag 2100

tacaagtaca gtgagctctt ggacttgatc aaaagcgagc accccgatgt ggcctcattc 2160

gagggtgcca acaagttcaa cttcatctac ccagacgccc aatacgaaca agcgcttctc 2220

atgtggaaac agtattttgt catgtatgga tgtgtggcaa ggcttgcaaa gaattttgtt 2280

gaagacatcc catacaacca agttcacata tcaaaggcaa gtgaccccaa aattggcggg 2340

tgtgtggagt accagtgcaa gttccaacat ctttggcgta tggtcccaca gtttgttttg 2400

gggtgtgtga acatgacaaa ccaacttggc acccccttaa cccagcaaca gttagacagg 2460

atcaccaacg gggttgaggg tgtcaccgtc acaacagtga acaacatcct gccgttccat 2520
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tcacaaacta cactcataaa cccctctttc atcaagctga tttgggcagt cagaaagcac 2580

cttaagggac tcagtggtgt aacgagggtg gctcaattcg tctggcgtgt tatgaccaac 2640

ccagttgatg cctatggtac ccttgtcaga acactcactg gggctgecac cttctcggat 2700

gacccagttt cgacaaccat aatatgttcc aactgcacga tccaaatcca ctcctgeggt 2760

gggttgcttg tgaggtattc aagagatcct gccccecgtag cgtcagacaa tgttgaccgt 2820

ggcgatcaag gtgttgacgt gttcactgac cccaatctca tttctgggtt tagttggagg 2880

cagattgccc acttgttcgt tgaggtgctt tcccacttgt gcgcaaacca ccttgttaac . 2940

cttgcgaccg tggcagcegct gggtgctgtt gcgacgaaag gcttccaggg tgtgaaagge 3000

aagacaaaac gtggtcgtgg tgcaagggta aatttgggga acgatgagta cgacgagtgg 3060

caagctgcgc gtagagaatt tgtcaacgca catgacatga ctgcggagga gtacctcgcc 3120

atgaagaaca aagccgccat gggaagtgac gaccaagact ccatcatgtt taggagttgg 3180

tggacccgaa gacagttgaa acctgacgag gaccaagtta ctattgtcgg taggggcgga 3240

gtgagaaacg aggtcattcg taccagggct aggcaagccc caaaagggcc aaagacactg 3300

gatgatggtg gtttctatga caatgactat gagggtctgc cagggttcat gagacataac 3360

ggcagtggtt ggatgattca cataggtaac gggttgtaca tatctaacac ccacaccgcc 3420

cggtcaagct gctcagagat agtcacatgt tcacccacca ctgacctgtg ccttgttaaa 3480

ggtgagacaa tccgcagtgt tgcccaaatt gccgagggaa ccccagttag tgactggaaa 3540

aagtccccca tcacgaccta tggtattaag aaaactttgt cagattccac caagattgac 3600
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gtgctggcegt atgacggttg cacacagacg acccatgggg actgtgggct cccgttatat 3660

gactccagcg ggaagattgt tgccatacac accggcaaac tactggggtt ttcaaagatg 3720

tgtacgttga ttgaccttac cgtaacaaag ggggtgtatg aaacatcaaa ctttttctgt 3780

ggtgaaccaa tcgagtacag gggcatcact gcgcacaggc ttgttggcgc ggaacctagg 3840

ccccctgtta gtgggactag gtatgccagg gtcccaggtg tgccagatga gtataagact 3900

ggttacagac cagccaatct tgggcgcggt gacccagaca gtgacaagtc acttatgaac 3960

attgcagtaa agaatctgca ggtttaccag caagaaccca agcttaacaa ggtggacgag 4020

ttcattgagc gggcagctgc cgacgttttg ggctacttgce gtttcctaac caagggagag 4080

cgccagtcaa atctgaactt taaggcggct tttaacaccc tagacctgtc cacctcttigt 4140

ggtccctttg ticcgggaaa gaagatcaac catgtgaaag atggggtgat ggaccaagtt 4200

ctagcaaaac atctttacaa atgctggagt gttgctaact ctggcaaggc tctccaccac 4260

atatacgcgt gtgggctgaa ggatgagctc agaccccttg acaaggtgaa ggagggaaag 4320

aagagactgt tgtggggctg tgacgtcggc gttgctgtgt gtgcecgeggce cgttttccac . 4380

aacatatgct acaagctaaa gatggtcgca cggtttggcc ctattgcagt cggegttgac 4440

atgacatccc gtgacgtcga cgttatcatc aacaacctca ccgccaaggc cagcgacttc 4500

ctgtgcttgg attactcaaa atgggattct accatgtcac catgtgtagt taggctggct 4560

attgacatct tggctgactg ctgtgaacag acggaactta ccaagagtgt tgtgctcaca 4620
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ttgaagtctc accccatgac cattcttgac gccatgattg tgcaaaccaa gcgtggectt 4680

ccaagtggca tgccctttac ctcggtcatc aactctattt gccactggtt gctttggtcc 4740

gcggctgttt acaagtcctg tgctgagatt ggtctgcact getctaactt gtacgaggat 4800

gcccctttct acacgtacgg tgacgacggt gtgtacgcca tgaccccaat gatggtgage 4860

ctcctgeccg ccataataga caacttgagg gactatggat tgtcacccac tgccgeggac 4920

aagacggagt acatagatgt ttgcccgctc aacaaaattt catttttgaa gcgcaccttt 4980

gagctcacag acatcgggtg ggtgtcaaaa ttggacaagt ccagtatact taggcaactg 5040

gagtggagca agacaacatc caggcatatg gtgattgaag agacacatga cctggccaag 5100

gacgagcgtg gtgtgcagct tgaggagctg caggttgetg ctgctgececa cggccaagaa 5160

tttttcgact ttgtatgcaa ggagctcaac cgacaacaag catacacaca gtttagtgtt 5220

tacagctatg atgctgccag gaagatactg gcagatcgga aaagggtcgt ctcggtagta 5280

cctgacgacg aatttgtgaa tgttatggag ggcaaagccc gcacggcgtc gcaaggcgag 5340

acagcgggca ctgctaccac agcatcagtc cctggaacca caaccgacgg tatggaccct 5400

ggtgttgtgg ccactactag tgtggtcacc accgagaacg cgtccacgtc gattgcaacg 5460

gcggggattg geggtccacce ccaacaagtg gaccaacaag aaacttggag gacaaacttt 5520

tactacaatg atgtttttac atggtcagtt gcagacgccc cgggcaacat cctgtacact 5580

gtccaacact cgccacaaaa caacccgttc acagctgttc taagtcaaat gtacgctgge 5640

tgggceggtg geatgcagtt ccggtttata gtcgetgggt caggtgtcett cggtgggegt 5700



10

15

20

25

30

35

ES 2523791 Al

ctggttgcag cggttatacc accgggcatt gagattgggc cgggtttgga agtcagacaa 5760

ttccctcatg ttgtcattga cgctecgttca ctcgaaccag tcaccatcac catgccggac 5820

ttgcgtecta acatgtacca cccgacaggce aaccetggcec tegttcccac gttggtcctg 5880

agcgtttaca acaacctcat caatccattt ggtggatcca cgagcgcgat ccaggtcacg 5940

gtggaaacaa ggcccagtga ggactttgag tttgtgatga tccgtgcccc ctccagtaag 6000

accgttgact cgatctcgcc cgcagatctc ctcacaaccc cagttctcac tggggttggt 6060

accgacaaca gatggaatgg tgagatagtt gggctgcagc cagtccccgg tgggttttct 6120

acgtgcaaca gacactggaa cttaaatggt agcacatttg gatggtcaag cccgcggttt 6180

gccgccattg accacgacag aggtaacgca agttaccctg gaagcagttc gtcaaatgta 6240

cttgagcttt ggtatgctag tgccgggtct gcagctgaca accccatctc ccaaattget 6300

ccagatggtt tccctgacat gtcatttgta cccttcagcg gcaccaccgt ccctaccgca 6360

gggtgggtcg ggttcggtgg gatctggaac agcagtaatg gtgccccctt cgtcacgacc 6420

gtgcaggctt atgagttggg ctttgccact ggagcaccga gcaaccctca acctaccacc 6480

accacttcag gggctcagat tgttgccaag tccatctatg gcgttgcaac tggcataaac 6540

caggcaacag ccgggttgtt tgtgatggca tcgggtgtca tatccacccc aaacagtagt 6600

gccattacgt acacacctca gccaaacagg attgtcaatg cacctggcac ccctgetgec 6660

gctcctattg gcaagaacac acccatcatg ttcgegtctg ttgttaggeg caccggecgac 6720
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atcaacgctg aggccggttc aactaacgga acccagtacg gcgcgggatc acaaccactg 6780

ccggtgacag ttggactttc actgaacaat tactcgtcgg cacttatgcc tgggcagttc 6840

tttgtttggc agctgaactt cgcttccggc ttcatggaac ttggcttgag tgttgatgga 6900

tacttctatg cggggacagg ggcttcagcc accctcattg acctgtcaga acttgttgac 6960

atccgcecctg tgggacccag accgtccaca agcacgcttg tgtacaactt ggggggcaca 7020

accaatggct tttcttatgt ctgaatttgt tggacttgga cttgcaggtg ccagcgtttt 7080

gagcagcgct ctgctccgca ggcaggagtt gcaactacaa aaacaagctt tagaaaatgg 7140

gttggtttta aaggccaatc agttgagtag attaggttit aaccctaatg aagttaagag 7200

tatgattgta ggtagtaatt ttagtggcaa tgttaagtta agtaatatgc ataatgatgc 7260

tagtgtagtt agtgcttata gtatgtataa tcctgccagt aatggcatta ggaagaaaat 7320

taaaagcttt aatgatagtg ttaaggttta taataccact ggcgagtcca gtgcttgatt 7380

agaattgact taaatttaat tggtttagtt atgaatttaa ttggctttat agtttagagt 7440

aagctataaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 7472

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source
<222>1..20
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<223> /mol_type="unassigned DNA"
/note="Cebador anverso"
/organism="Artificial Sequence"

<400> 2
ttggcaatga caacaggtgg

<210>3
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<222>1..20

<223> /mol_type="unassigned DNA"
/note="Cebador reverso"
/organism="Artificial Sequence"

<400> 3
ggtgtgttct tacccacagg

20

20
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-14 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones Si
Reivindicaciones 1-14 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201330779

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicaciéon

D01 DALTON KEVIN P et al. Variant Rabbit Hemorrhagic Disease 30.11.2012
Virus in Young Rabbits, Spain. Emerging Infectious Diseases.
VOL: 18 No: 12 P&gs: 2009-2012.

D02 EP 2034012 Al (OVEJERO S A LAB) 11.03.2009
D03 RU 2416642 Cl1 (G NAUCHNOE UCHREZHDENIE VRNII 20.04.2011
VETERINARNOJ VIRUSOLOGII | MIKROBIOLOGII)

2. Declaracion motivada segtn los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (articulos 6 y 8 de la LP11/1986)

En las reivindicaciones 1-5, de la solicitud de patente se reivindica una cepa del virus de la enfermedad hemorragica del
conejo depositada en la European Collection of Cell Cultures (ECACC), Centre for Emergency Preparedness and Response,
Porton Down, Salisbury, SP4 0JG, Reino Unido con el nimero de depoésito 13011501.

En las reivindicaciones 6-10, de la solicitud de patente se reivindica una vacuna que comprende una cantidad
inmunogénicamente efectiva de la cepa segun cualquiera de las reivindicaciones 2-5 junto con un excipiente
veterinariamente aceptable.

En la reivindicacién 11, de la solicitud de patente se reivindica el uso de la cepa objeto de la invencién como inmundégeno.

En las reivindicaciones 12-14, de la solicitud de patente se reivindica un método para preparar la composicion de una
vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 6-8, que comprende las siguientes etapas: a) obtener una muestra de la
cepa del virus de la enfermedad hemorragica del conejo segun la reivindicacion 1; b) inactivarla; c) afiadir excipientes y
opcionalmente adyuvantes veterinariamente aceptables para obtener un producto final administrable.

El documento DO1 muestra una nueva variante del virus que causa la enfermedad hemorragica del conejo. Los estudios de
aglutinacién (que se muestran en la pagina 2010 del documento DO1) practicados con esta nueva variante, reflejan que esta
no aglutina glébulos rojos del grupo O o del grupo A. Esta variante del virus RHDV afecta a diferentes 6rganos (tal y como
se indica en la pagina 2009 del documento D0O1) como son: corazén, tradquea, pulmones, higado, rifiones e intestino. Las
tasas de mortalidad en gazapos llegan al 50% (como se refleja en la pagina 2009 del documento D01). Esta variante del
virus causa una alta tasa de mortalidad, incluso en conejos que han sido previamente vacunados (como se muestra en la
pagina 2009 del documento DO01).

En la pagina 4 de la descripcion de la solicitud de patente se describen las caracteristicas del virus de la enfermedad
hemorragica del conejo reivindicado. Las caracteristicas que se indican son: tasas de mortalidad superiores al 50% en
gazapos menores de 40 dias de edad, dafios a nivel intestinal, ademas de los 6rganos tipicos afectados por otras cepas
conocidas del virus RHDV, un patron de aglutinacion diferente al de las variantes conocidas del virus, la cepa objeto de la
invencion no aglutina glébulos rojos del grupo O. Ademas, se indica en la descripcion de la solicitud de patente la secuencia
nucleotidica de la cepa objeto de la invencion.

No se ha encontrado una cepa del virus RHDV con la secuencia nucleotidica SEQ ID NO:1, que tal y como se indica en la
pagina 4 de la descripcidn, de la solicitud de patente es la secuencia que representa a la cepa del virus RHDV reivindicada,
pero si se ha divulgado en el documento DO1 una variante de la cepa del virus que causa la enfermedad hemorragica del
conejo que presenta todas las caracteristicas descritas la cepa del virus RHDV reivindicada, por lo que, las reivindicaciones
1-5 de la solicitud de patente presentan novedad, pero no actividad inventiva, segun lo establecido en los articulos 6 y 8 de
la Ley 11/1986.

El documento D02 muestra (en sus reivindicaciones) la preparaciéon de una vacuna para controlar la enfermedad
hemorragica del conejo a partir de una cepa inactivada del virus RHDV. Dicha inactivacion se realiza mediante el agente
quimico inactivante [beta]-propiolactona o formaldehido (tal y como se muestra en las reivindicaciones del citado
documento, D02). A partir de la informacién divulgada en el documento D02 resultaria evidente, para un experto en la
materia, la preparacion de una vacuna empleando una cepa del virus RHDV inactivada, por lo que teniendo en cuenta los
documentos D01 y D02 las reivindicaciones 6-14 de la solicitud de patente presentan novedad, pero no actividad inventiva,
segun lo establecido en los articulos 6 y 8 de la Ley 11/1986.
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