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DESCRIPCION
Vacuna de rotavirus que induce proteccion cruzada heterotipica
Campo técnico

La presente invencién se refiere a formulaciones de vacunas de Rotavirus. La invencion se refiere al uso de una
poblaciéon de Rotavirus atenuado de un tipo de Rotavirus en la prevencion de una enfermedad asociada a infeccion
por Rotavirus a partir de otro tipo de Rotavirus.

Antecedentes de la técnica

La diarrea aguda, infecciosa es una causa principal de la enfermedad y muerte en muchas areas del mundo. En los
paises en vias de desarrollo, el impacto de la enfermedad diarreica es asombroso. Para Asia, Africa y Latinoamérica,
se ha estimado que existen entre 3 - 4 mil millones de casos de diarrea cada afio y de aquellos casos
aproximadamente 5 - 10 millones dan como resultado la muerte (Walsh, J.A. y col.,: N. Engl. J. Med., 301:967-974
(1979)).

Los rotavirus se han reconocido como una de las causas mas importantes de diarrea grave en nifios pequefios y
nifios jovenes (Estes, M.K. Rotaviruses and Their Replication in Fields Virology, tercera edicion, editado por Fields y
col., Raven Publishers, Philadelphia, 1996). Se estima que la enfermedad por Rotavirus es responsable de por
encima de un millon de muertes anualmente. La enfermedad inducida por Rotavirus lo mas comunmente afecta a los
nifos entre 6 y 24 meses de edad, y la maxima prevalencia de la enfermedad se produce generalmente durante los
meses mas frios en climas templados, y a lo largo del afio en areas tropicales. Los Rotavirus se transmiten
tipicamente de persona a persona mediante la via fecal - oral con un periodo de incubacién de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 dias. A diferencia de la infeccién en el grupo de edad de 6 meses a 24 meses, los neonatos son
generalmente asintomaticos o tienen solamente la enfermedad leve. En contraste a la grave enfermedad encontrada
normalmente en nifios jovenes, la mayoria de los adultos estan protegidos como resultado de la infeccién por
Rotavirus previa, de manera que la mayoria de las infecciones de adultos son leves o asintomaticas (Offit, P.A. y
col., Comp. Ther., 8 (8):21 - 26, 1982).

Los Rotavirus son generalmente esféricos, y su nombre se deriva de su estructura distintiva de la capside externa e
interna o de doble caparazon. Tipicamente, la estructura de la capside de doble caparazén de un Rotavirus encierra
un caparazon de proteina interno o nucleo que contiene el genoma. El genoma de un Rotavirus se compone de 11
segmentos de ARN de doble cadena que codifican al menos 11 proteinas virales distintas. Dos de estas proteinas
virales designadas como VP4 y VP7 estan dispuestas sobre el exterior de la estructura de la capside de doble
caparazén. La cépside interna del Rotavirus presenta una proteina, que es la proteina de Rotavirus designada VP6.
La importancia relativa de estas tres proteinas particulares rotavirales en inducir la respuesta inmune que sigue a la
infeccion por Rotavirus no esta todavia clara. Sin embargo, la proteina VP6 determina el antigeno del grupo y
subgrupo, y las proteinas VP4 y VP7 son las determinantes de la especificidad del serotipo (tipos determinados por
el ensayo de neutralizacion) y genotipo (tipos determinados por un ensayo no serolégico). Las designaciones de los
serotipos G y genotipos G son idénticas. Por el contrario, los nimeros asignados para los serotipos y genotipos P
son diferentes (Santos N. y Hoshino Y., 2005, Reviews in Medical Virology, 15, 29 - 56). Por lo tanto el serotipo P se
designa como P seguido de un numero asignado, y el genotipo P se designa por una P seguida de un numero
asignado entre paréntesis.

Hasta la fecha, se han identificado al menos 14 serotipos G de Rotavirus y 14 serotipos P de Rotavirus (Santos N. y
Hoshino Y., 2005, Reviews in Medical Virology, 15, 29 - 56). Entre éstos, se han identificado 10 serotipos G (G1-6,
G8-10 y G12) y 9 serotipos P (P1, P2A, P3, P4, P5A, P7, P8, P11 y P12) entre los Rotavirus humanos. Se han
descrito veintitrés genotipos P diez de los cuales se han recuperado de humanos (P[3]-[6], P[8]-[11], P[14] y P[19]).

La proteina VP7 es una glicoproteina de 38.000 de peso molecular (34.000 de peso molecular cuando no esta
glicosilada) que es el producto traduccional del segmento gendémico 7, 8 6 9, dependiendo de la cepa. Esta proteina
estimula la formacién de anticuerpo neutralizante después de la infeccién por Rotavirus. La proteina VP4 es una
proteina no glicosilada de aproximadamente 88.000 de peso molecular que es el producto traduccional del segmento
genomico 4. Esta proteina también estimula el anticuerpo neutralizante después de la infeccion por Rotavirus.

Dado que las proteinas VP4 y VP7 son las proteinas virales contra las que se dirigen los anticuerpos neutralizantes,
se cree que son los candidatos principales para el desarrollo de vacunas de Rotavirus, produciendo proteccion
contra enfermedad por Rotavirus.

La infeccion natural por Rotavirus durante la infancia temprana se sabe que induce una inmunidad protectora.

Una vacuna de Rotavirus atenuado vivo es de este modo altamente deseable. De forma adecuada ésta debe ser
una vacuna oral, ya que ésta es la via natural de la infeccién del virus.

El desarrollo temprano de vacunas para prevenir infecciones por Rotavirus comenzé en los afos 70 después del
descubrimiento del virus. Inicialmente, cepas atenuadas de animales y seres humanos se estudiaron y habia
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resultados mixtos o decepcionantes. Los esfuerzos mas recientes se han centrado en virus reagrupados de seres
humanos - animales que han sido mas exitosos.

Una cepa de Rotavirus conocida como 89-12 ha sido descrita por Ward; véase la patente de Estados Unidos N°
5.474.773 y Bernstein, D.L. y col., Vaccine, 16 (4), 381 - 387, 1998. La cepa 89-12 se aislé de una muestra de
deposicion recogida de un nifio de 14 meses de edad con enfermedad por Rotavirus natural en 1988. De acuerdo
con la patente de Estados Unidos n° 5.474.773 el Rotavirus HRV 89-12 humano se adaptd después en cultivo
mediante 2 subcultivos en células primarias de rifidn de mono verde africano (AGMK) y 4 subcultivos en células MA-
104 como describe Ward en J. Clin. Microbiol., 19, 748 - 753, 1984. Después se purificd en placa 3 veces en células
MA-104 (hasta el subcultivo 9) y se desarrollaron después de 2 subcultivos adicionales en estas células. Se realizd
un subcultivo adicional (pase 12) para deposicion con la ATCC con el nimero de acceso ATCC VR 2272. La cepa
depositada se conoce como 89-12C2.

El articulo de 1998 en Vaccine, de Bernstein y col, se menciona mas adelante como el articulo de Vaccine (1998). El
articulo describe la seguridad e inmunogenicidad de un candidato de vacuna de Rotavirus humano vivo administrado
por via oral. Esta vacuna se obtuvo a partir de la cepa 89-12, atenuada mediante subcultivo sin purificaciéon en placa
26 veces en células de AGMK primarias y después otras 7 veces en una linea celular de AGMK establecida (33
subcultivos en total).

De aqui en adelante en la presente memoria descriptiva, el material anteriormente mencionado que ha sido
subcultivado en serie 26 veces se denominara P26 y el material que ha sido subcultivado en serie 33 veces se
denominara P33. En general, el Rotavirus derivado mediante subcultivo de 89-12 n veces se denominara Pn.

En los ejemplos que siguen, el material P33 se subcultivd 5 veces mas sobre células Vero. Esto se denomina P38.

Los aislamientos P26 y P33 descritos en el articulo Vaccine (1998) no se depositaron en una coleccion de cultivos,
ni se analizaron para establecer su caracterizacion genética.

Ahora, se ha encontrado que la poblacion P26 descrita en la bibliografia comprende una mezcla de variantes. Esto
se ha establecido mediante caracterizacion genética como se describe en la presente memoria descriptiva mas
adelante (véanse los ejemplos). P26 no es por lo tanto una poblacidon consistente fidedigna para subcultivos
posteriores, en particular para la produccion de lotes de vacuna. De manera similar, P33 comprende una mezcla de
variantes y no es de manera fidedigna consistente para la produccién de lotes de vacunas.

Se ha encontrado que el material P26 es una mezcla de al menos tres variantes de genes de VP4. P33 y P38 son de
manera similar una mezcla de dos variantes. Estas variantes parece que son antigénicamente diferentes, en
términos de epitopos neutralizantes, a la cepa 89-12C2 depositada en la ATCC cuando se evaluaban los titulos del
anticuerpo neutralizante de sueros de nifios vacunados con P33 contra estas variantes.

Ademas se ha encontrado que cuando el material P33 se administra a nifios, dos variantes identificadas se
replicaron y se excretaron. De 100 nifios vacunados, solamente 2 mostraron signos de gastroenteritis debido a la
infeccion por Rotavirus, mientras que el 20 % de un grupo placebo se infectd. Estos hallazgos sugieren que las
variantes identificadas estan asociadas a la proteccion de la enfermedad por Rotavirus.

El documento WO 01/12797 divulga un procedimiento de separacion de variantes de Rotavirus y una vacuna de
Rotavirus atenuado vivo mejorada derivada de una cepa de Rotavirus humano clonado (homogéneo). También se
divulga una poblaciéon de Rotavirus atenuado (aislado), caracterizada por que comprende una Unica variante o
sustancialmente una Unica variante, dicha variante definida por la secuencia de nucledtidos que codifica al menos
una de las proteinas virales principales designadas como VP4 y VP7. La eficacia protectora de tal vacuna de
Rotavirus humano atenuado oral contra la cepa heterdloga G9 se ha resefiado en nifios de Latinoamérica (Perez y
col., 422 Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy (ICAAC 2002) 27 - 30 de septiembre
de 2002, San Diego). ElI documento WO 05/021033 divulga un serotipo de Rotavirus se pueden usar para proteger
contra la enfermedad provocada por otro serotipo. En particular el documento WO 05/021033 divulga el uso de una
poblaciéon de Rotavirus G1, [por ejemplo como se ha depositado en la Coleccién Europea de Cultivos de Células
animales (ECACC), Vaccine Research and Production Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for
Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Reino Unido el 13 de agosto de
1999 coon el numero de depdsito 99081301, bajo los términos del tratado de Budapest, también llamado P43 o
RIX4414], para prevenir la enfermedad provocada tanto por el serotipo de Rotavirus G1 como por al menos uno de
los serotipos de Rotavirus no- G1, tales como pero sin limitacion los serotipos G2, G3, G4 y G9.

El contenido completo de los documentos WO 01/12797 y WO 05/021033 se incorpora en la presente memoria
descriptiva por referencia.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1A (SEC ID N° 1) es la secuencia de nucleétidos del gen VP4 de P43 (RIX4414) que incluye la secuencia
que codifica la proteina VP4 de P43.
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La Figura 1B (SEC ID N° 2) tiene nucledtidos adicionales de ambos extremos del gen y una sustitucion de
nucleostidos (en negrita - una G en lugar de una C en la posicidon 18 dando como resultado TCG en lugar de TCA sin
embargo sin impacto sobre la proteina codificada resultante) debido a la técnica de secuenciacion. La secuencia no
codificadora aparece en letra pequefia. La Figura 1B muestra la secuencia correcta para el depdsito P43.

La Figura 2A (SEC ID N° 3) es la secuencia de nucleétidos del gen P43 (RIX4414) VP7 que incluye la secuencia
codificadora de la proteina VP7 de P43.

La Figura 2B (SEC ID N° 4) tiene nucleétidos adicionales de ambos extremos del gen y una sustitucion de
nucleostidos (en negrita - una A en lugar de una C en la posicién 58, dando como resultado un ATT que codifica
leucina en lugar de CTT que codifica isoleucina) debido a la técnica de secuenciacion. La secuencia no codificadora
aparece en letra pequefa. La Figura 2B muestra la correcta secuencia del depdsito P43.

La Figura 3 (SEC ID N° 5) es la secuencia de polipéptidos de VP4 de RIX4414.
La Figura 4 (SEC ID N° 6) es la secuencia de polipéptidos de VP7 de RIX4414.
La Figura 5 (SEC ID N° 7) muestra la secuencia de polipéptidos de la proteina NSP4 de RIX4414.

La Figura 6 (SEC ID N° 8) muestra la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina NSP4 de RIX4414. La
secuencia no codificadora aparece en letra pequeia.

La Figura 7 (SEC ID N° 9) muestra la secuencia de polipéptidos de la proteina VP6 de RIX4414.

La Figura 8 (SEC ID N° 10) muestra la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina VP6 de RIX4414. La
secuencia no codificadora aparece en letra pequefia.

Descripcion detallada de la invencion

En la presente divulgacion, los inventores han determinado que una poblacién de Rotavirus atenuado, por ejemplo
una tal como la caracterizada en el documento WO 01/12797, se puede usar como una vacuna para proporcionar
proteccion cruzada contra la enfermedad provocada por infeccién por Rotavirus de un tipo diferente (serotipo y/o
genotipo) que el usado en la vacuna. La proteina VP7 especifica el tipo G (serotipo) y la proteina VP4 especifica el
tipo P de cepa (serotipo o genotipo).

En particular, la presente divulgacion se refiere al uso de una poblacion de Rotavirus atenuado de un tipo P en la
prevencion de la enfermedad asociada a la infeccion por Rotavirus de un tipo P diferente, y especificamente al uso
de una poblacién de Rotavirus atenuado o cepa de un tipo GxPy en la induccién de una respuesta inmune y/o en la
prevencion de la enfermedad asociada a la infeccidén por Rotavirus provocada por una cepa de Rotavirus que no es
ni un tipo Gx ni Py.

La inmunidad se puede medir neutralizando las respuestas de anticuerpo a la vacuna o mediante la respuesta de
anticuerpo IgA de Rotavirus en suero, tal como factor de seroconversion (es decir, incremento de = 3 veces en los
niveles de anticuerpo IgA en suero después de la vacunacion, como se describe en Ward y col.,, 1990, J. Infect.
Disease, 161, 440 - 445).

En el contexto de la presente divulgacion, y consistente con el entendimiento comun en la técnica (Santos N. y
Hoshino Y., 2005, Reviews in Medical Virology, 15, 29 - 56), Gx se refiere a un tipo G especifico, es decir, genotipo
G o serotipo G (siendo ambas terminologias idénticas), mientras que la terminologia Py se referira genéricamente a
un tipo P especifico, o bien el serotipo P (por ejemplo, P8, P4) o el genotipo P (por ejemplo, P[4], P[8]). Cuando se
refiere a un genotipo P especifico, se usara la P seguida de un nimero asignado entre paréntesis; por lo demas el
tipo P significara o bien serotipo o genotipo.

En un aspecto de la invencion, se proporciona el uso de uso de una cepa de rotavirus atenuado del tipo G1 P[8] en
la fabricacion de de una composicion para conferir proteccion contra la infeccidon por rotavirus causada por una cepa
de rotavirus del tipo G2 P[4].

A lo largo de la presente memoria descriptiva, la redaccién tal como el uso de una composicién de vacuna de
acuerdo con la invencion en la fabricacion de una composicion de vacuna para la prevencion de enfermedades por
Rotavirus, o tal como procedimientos de terapia que comprenden el uso de dicha composicién de vacuna se usaran
indistintamente.

Los inventores han determinado ahora que una poblaciéon de Rotavirus GxP[8] [por ejemplo G1P[8] como se ha
depositado en la Coleccion Europea de Cultivos de Células de Animales (ECACC), Vaccine Research and
Production Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for Applied Microbiology and Research, Porton
Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Reino Unido el 13 de agosto de 1999 bajo el numero de deposicion 99081301,
bajo los términos del Tratado de Budapest], se puede usar para prevenir la enfermedad provocada tanto por G1P[8]
como al menos por una cepa de Rotavirus que ni es un tipo G1 ni P8. Los inventores han determinado que una
poblacion de Rotavirus G1P[8] se puede usar para prevenir la enfermedad provocada tanto por un genotipo G1P[8]

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 534 637 T3

como al menos por uno no- G1P[8], tal como genotipo de Rotavirus G2P[4].

De acuerdo con lo anterior, la presente divulgacion se refiere al uso de una poblacién de Rotavirus atenuado a partir
de un tipo de Rotavirus en la prevencion de enfermedad asociada a la infeccién por Rotavirus a partir de otro tipo de
Rotavirus, en la que el tipo se define de manera adecuada por referencia a la secuencia de la proteina VP4 de
Rotavirus (tipo P).

La divulgacién también se refiere al uso de una poblacién de Rotavirus atenuado de una cepa de Rotavirus (definida
mediante un tipo tanto G como P especifico) en la prevencion de una enfermedad asociada a la infeccion por
Rotavirus a partir de otra cepa de Rotavirus, en la que la cepa se define de manera adecuada por referencia a la
secuencia de tanto la proteina VP4 de Rotavirus (tipo P) como la proteina VP7 (tipo G).

En todos los aspectos de la invencién reivindicada, dicha respuesta inmune es una respuesta inmune protectora. De
manera adecuada la poblacién de Rotavirus comprende las proteinas virales VP4 y/o VP7 de ECACC depdésito
99081301 adecuadas para proporcionar un efecto protector cruzado.

En el presente documento, se hara referencia a proteccién cruzada por ser la proteccién producida por un tipo de
Rotavirus contra la infecciéon provocada por un Rotavirus de un tipo diferente.La protecciéon cruzada puede ser
homotipica o heterotipica. La protecciéon cruzada homotipica es una proteccidn producida por una cepa de Rotavirus
contra una cepa o bien de tipo G o P, tal como por ejemplo una cepa G1P[8] que produce proteccion cruzada contra
una cepa no- G1, P[8] (por ejemplo, G2P[8]) mediante el tipo P[8]. Otro ejemplo de una proteccidon cruzada
homotipica es la producida por una cepa G1P[8] contra una cepa G1 no-P[8] (por ejemplo, G1P[4]) mediante el tipo
G1. La proteccién cruzada heterotipica es una proteccion producida por una cepa de Rotavirus contra una cepa de
Rotavirus de tipos P y G diferentes tales como por ejemplo la proteccion producida por un G1P[8] contra una cepa
no G1- no P[8]- (por ejemplo, G2P[4]) (proteccién heterotipica producida mediante tanto el tipo G como P).

En particular una poblacién de Rotavirus atenuado G1, del tipo G1 P[8] [por ejemplo, como la depositada en la
Coleccion Europea de Cultivos de Células de Animales (ECACC), Vaccine Research and Production Laboratory,
Public Health Laboratory Service, Centre for Applied Microbiology and Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire,
SP4 0JG, Reino Unido el 13 de agosto de 1999 bajo el niumero de deposicion 99081301, bajo los términos del
tratado de Budapest], se puede usar para prevenir la enfermedad provocada por G1 P[8] y al menos un serotipo
rotavirus no G1 seleccionado del grupo que consiste en G3, G4 y G9.

La composicion de vacuna para uso de acuerdo con la invencién comprende una cepa de Rotavirus G1P[8] y es
capaz de inducir una respuesta inmune a una cepa de Rotavirus G2P[4].

En un aspecto particular, la divulgacion se refiere a un procedimiento de induccion de una respuesta inmune contra
la cepa de Rotavirus, comprendiendo el procedimiento la administracién a un sujeto de una composiciéon que
comprende una cepa de Rotavirus atenuado de un tipo GxPy, generando dicha composicién una respuesta inmune
contra una cepa de Rotavirus que ni es del tipo Gx ni Py.

La poblacion de Rotavirus dentro de la composiciéon de vacuna es de especificidad de cepa G1P1A (es decir, G1P[8]
de acuerdo con la nomenclatura actual). De manera adecuada la poblacién de Rotavirus comprende las proteinas
virales VP4 y/o VP7 de ECACC deposito 99081301 adecuadas para inducir una respuesta inmune vy, tipicamente,
proporcionan un efecto protector cruzado. La invencion se refiere a cepas de Rotavirus G1P[8] en procedimientos o
usos como se ha descrito anteriormente. En una realizacion, la vacuna de Rotavirus usada es la ECACC depésito
99081301 o deriva de ese depdsito.

En un aspecto especifico la vacuna induce una respuesta inmune protectora cruzada o proteccion cruzada contra
gastroenteritis en un individuo vacunado comparado con el individuo no vacunado (del grupo placebo). De manera
adecuada, la vacuna proporciona proteccion cruzada contra sintomas de infeccion por Rotavirus tales como diarrea
0 gastroenteritis. Por ejemplo la gastroenteritis se puede definir como diarrea caracterizada por tres o mas,
deposiciones acuosas o mas sueltas de lo normal en un dia o vomitos violentos junto con la deteccion de Rotavirus
en la muestra de deposicion examinada.

Como entenderan los expertos en la técnica, la gravedad de la enfermedad y eficacia de la vacunacién para inducir
una respuesta inmune protectora en un individuo vacunado o una poblaciéon vacunada se puede determinar
mediante varios medios. Por respuesta inmune protectora se quiere indicar una respuesta inmune que conduce a
una reduccion de la gravedad de los sintomas clinicos asociados a la infeccién con Rotavirus o que conduce a la
susceptibilidad reducida a infeccion por Rotavirus. La gravedad de la enfermedad en un individuo no vacunado o
vacunado se puede clasificar de acuerdo con sistemas de puntuacién publicados tales como la escala Vesikari de 20
puntos o una version ligeramente modificada de dicho procedimiento (Ruuska T y col., Scand. J. Infect. Dis. 1990,
22, 259 - 267), o de acuerdo con cualquier otro sistema adecuado que presenta y clasifica los sintomas especificos
de la infeccion por Rotavirus (tal como el procedimiento resefiado en Clark HF, Borian EF, Bell LM. Protective effect
of WC3 vaccine against Rotavirus diarrhea in infants during a predominantly serotype 1 Rotavirus season. J Infect
Dis. 1988: 570 - 86). De acuerdo con el procedimiento de Vesikari, RVGE grave se define normalmente como una
puntuacién =11.
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La proteccidon se puede evaluar al nivel de una poblacion o un grupo mediante la eficacia de la vacuna (VE). La
eficacia de la vacuna se calcula mediante la siguiente férmula:

VE (%) =1-RR =1 - (ARV/ARU),
con
RR = riesgo relativo = ARV/ARU

ARU = velocidad de ataque de enfermedad en poblacién no vacunada (estimada a partir del grupo placebo) =
numero de sujetos que presentan al menos un episodio de RV GE / nimero total de sujetos en el grupo control.

ARV = velocidad de ataque de la enfermedad en el grupo vacunado = numero de sujetos que presentan al
menos un episodio de RV GE / nimero total de sujetos en el grupo de vacuna de HRV.

En un aspecto, la divulgaciéndescribe un uso como se ha detallado anteriormente en el que la composicidon que
comprende una cepa de Rotavirus atenuado de un tipo GxPy induce una respuesta inmune protectora cruzada y/o
proteccién contra gastroenteritis inducida por Rotavirus, de manera adecuada contra la gastroenteritis grave inducida
por Rotavirus, provocada por infeccion de una cepa de Rotavirus que ni es un tipo Gx ni Py. En un aspecto
especifico, dicha respuesta inmune protectora es capaz de reducir la gravedad de la enfermedad o eliminar la
enfermedad inducida por Rotavirus seguin se mide de acuerdo con cualquier sistema de puntuacién adecuado.

En todavia otro aspecto, se describe un uso de la composicién de acuerdo con la invencion, para reducir la gravedad
de la enfermedad, por ejemplo, gastroenteritis, o para eliminar la enfermedad inducida por Rotavirus, registrando
dicha gravedad de enfermedad o enfermedad de acuerdo con cualquier sistema de puntuacién adecuado como se
ha ensefiado anteriormente.

En un aspecto especifico, dicha composicion es hasta 60 % protectora, adecuadamente hasta 81 % protectora, en
una poblacién de individuos vacunados, contra diarrea provocada por infeccion de un Rotavirus de un tipo diferente
al del Rotavirus atenuado presente en la composiciéon. En una realizacién especifica, dicha composicién es al menos
40 % protectora, adecuadamente al menos 50 % protectora, , en una poblacion de individuos vacunados, contra la
diarrea provocada por una cepa de Rotavirus que es de tipo G2 P[4] En una realizacion adicional, dicha composiciéon
es entre 40 % y 80 % protectora, adecuadamente entre 50 % y 70 % protectora contra la diarrea provocada por una
cepa de Rotavirus que es G2 P[4]. En un aspecto especifico de la divulgacién, dicha composicion comprende una
cepa de Rotavirus G1P[8] que produce el nivel de proteccion como se ha mencionado anteriormente contra la
gastroenteritis provocada por la infeccidon de cepas de Rotavirus de tipo G2P[4].

Adecuadamente, la tasa de proteccion contra la diarrea y/o gastroenteritis y/o gastroenteritis grave lograda en una
poblacién de individuos vacunados infectados por una cepa de Rotavirus que ni es un tipo Gx ni Py, es entre 10 y 90
%, de manera adecuada entre 20 y 80 %, de manera adecuada entre 40 % y 80 %, de manera adecuada entre 45 %
y 75 % protectora. Tipicamente el nivel de proteccion contra la gastroenteritis grave es al menos 40 %,
adecuadamente al menos 50 %.

En una realizacion especifica, dicha composicion comprende una cepa de Rotavirus G1P[8] que es entre 40 % y 75
% protectora, en una poblacién de individuos vacunados contra gastroenteritis grave, como se mide de acuerdo con
la puntuacién de Vesikari, provocada por la infeccion de Rotavirus de un serotipo G2P[4].

De manera adecuada la vacuna se usa en un régimen de 2 dosis o de 3 dosis. En una realizacién, la composicion
para su uso segun la invencién se administra en un régimen de de 2 dosis.

La vacuna de Rotavirus usada para proporcionar proteccion cruzada tiene las siguientes caracteristicas adecuadas.

En una realizacién, el Rotavirus G1 P[8] de la composicién para uso de acuerdo con la invencion tiene un gen VP4
que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al menos uno de los siguientes: una base adenina (A)
en la posicion 788, una base adenina (A) en la posicion 802 y una base timina (T) en la posiciéon 501 a partir del
cododn de iniciacion.

En una realizacion adicional el Rotavirus G1 P[8] de la composicién para uso de acuerdo con la invencién tiene un
gen VP7 que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al menos uno de los siguientes: una timina
(T) en la posicion 605, una adenina (A) en la posicion 897, o una guanina (G) en la posiciéon 897 a partir del codon
de iniciaciéon. De manera adecuada en la posicion 897 existe una adenina (A).

En una realizacion especifica, el Rotavirus G1 P[8] de la composicién para uso de acuerdo con la invencion tiene
una adenina (A) en las posiciones 788 y 802 y una timina (T) en la posiciéon 501 a partir del codén de iniciacion en la
secuencia del gen VP4.

En una realizacion particular, el Rotavirus G1 P[8] de la composicion para uso de acuerdo con la invencion tiene una
adenina (A) en las posiciones 788 y 802 y una timina (T) en la posicién 501 a partir del codon de iniciacién en la
secuencia del gen VP4.
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En una realizacion particular, el rotavirus G1 P[8] de la composicion para uso de acuerdo con la invencion tiene una
adenina (A) en las posiciones 788 y 802 y una timina (T) en la posicién 501 a partir del codon de iniciacién en la
secuencia del gen VP4 y una timina (T) en la posicion 605 y una adenina/guanina (A/G) en la posicién 897 a partir
del coddn de iniciacién en la secuencia VP7.

En otro aspecto de la divulgacion, el Rotavirus de la composicién para uso de acuerdo con la invencién comprende
una secuencia de nucledtidos que codifica una proteina VP4 en la que la secuencia de nucleétidos es como se
muestra en la figura 1A (SEC ID N° 1) o la Figura 1B (SEC ID N° 2), y/o una secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina VP7 en la que la secuencia de nucleétidos es como se muestra en la Figura 2A (SEC ID N° 3) o la Figura
2B (SEC ID N° 4). En un aspecto adicional, el Rotavirus de la composicion para uso de acuerdo con la invencion
comprende una proteina VP4 como se establece en la Figura 3 (SEC ID N° 5), y/o una proteina VP7 como se
expone en la Figura 4 (SEC ID N° 6). En un aspecto adicional, dicha poblacion de Rotavirus para uso de acuerdo
con la invencién adicionalmente comprende una proteina NSP4 como se expone en la Figura 5 (SEC ID N° 7), o
codificada por la secuencia de nucleétidos como se expone en la Figura 6 (SEC ID N° 8), y/o una proteina VP6 como
se expone en la Figura 7 (SEC ID N° 9), o codificada por la secuencia de nucleétidos como se expone en la Figura 8
(SEC ID N° 10).

Las poblaciones de Rotavirus adecuadas para uso en la presente invencién se pueden obtener mediante un
procedimiento que comprende:

pasar una preparacion de Rotavirus en un tipo de célula adecuado;
opcionalmente seleccionar el cultivo homogéneo usando las etapas de o bien:
a) dilucién limite; o
b) aislamiento de placa individual; y

comprobar la presencia de una variante sustancialmente uUnica llevando a cabo una determinacién de
secuencias de una region apropiada de la secuencia de genes VP4 y/o VP7.

De manera adecuada, la poblaciéon de Rotavirus se deriva de las cepas P43 (RIX4414), P33 o P26 como se ha
descrito anteriormente.

La determinacion de la secuencia se puede llevar a cabo adecuadamente mediante una técnica de hibridacion
cuantitativa o semicuantitativa tal como una hibridacién de transferencia en ranura o hibridacién en placa.

La poblacion de virus clonada resultante que se produce a partir del procedimiento de acuerdo a la invencién se
puede amplificar subcultivando adicionalmente sobre una linea celular adecuada.

Los tipos de células adecuados para subcultivar la poblacion de Rotavirus en el procedimiento anterior incluyen
células de rifion de mono verde africano (AGMK), que pueden ser lineas de células establecidas o células AGMK
primarias. Las lineas de células AGMK adecuadas incluyen por ejemplo Vero (ATCC CCL-81), DBS-FRhL-2 (ATCC
CL-160), BSC-1 (ECACC 85011422) y CV-1 (ATCC CCL-70). Son también adecuadas lineas de células MA-104
(mono rhesus) y MRC-5 (humanas — ATCC CCL-171). Las células Vero son particularmente adecuadas para
propositos de amplificacion. El subcultivo sobre células Vero proporciona una alta produccion de virus.

Las técnicas para comprobar si existe una sola variante en una poblacion de virus que se produce a partir del
procedimiento, y para determinar la naturaleza de esa Unica variante implican procedimientos de secuenciacion o de
hibridacion convencionales conocidos en la técnica y se describen en la presente memoria descriptiva mas adelante.

En un aspecto especifico, el procedimiento de la invencidon se lleva a cabo usando un Rotavirus apropiado,
particularmente Rotavirus que tienen las caracteristicas de la cepa 89-12 o de un derivado subcultivado del mismo.

Una poblacion variante Unica particularmente adecuada es P43, que se obtuvo de P33 (un Rotavirus humano
aislado subcultivado 33 veces en cultivo sobre tipos de células apropiados) mediante una serie de etapas de
clonacioén de dilucion final seguidas del subcultivo del material clonado en células Vero para amplificacion.

Una poblacion P43 se depositd en la Coleccién Europea de Cultivos de Células de Animales (ECACC), Vaccine
Research and Production Laboratory, Public Health Laboratory Service, Centre for Applied Microbiology and
Research, Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Reino Unido el 13 de agosto de 1999 bajo el nimero de
deposicion 99081301, bajo los términos del tratado de Budapest, y se divulga en el documento WO 01/12797.

Aunque esta disponibilidad publica indicada es el procedimiento mas sencillo de obtener el Rotavirus humano P43,
se pueden producir Rotavirus similares y funcionalmente sustancialmente idénticos mediante estos u otros
procedimientos en vista de las ensefianzas de la presente invencion. Tales Rotavirus funcionalmente
sustancialmente idénticos se consideran que son bioldgicamente equivalentes al Rotavirus humano P43 de La
presente invencion y por lo tanto estan dentro del alcance general de la presente invencion. Por lo tanto se
entendera que la invencion abarca poblaciones de Rotavirus que tienen las caracteristicas de la variante P43 como
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se ha descrito en la presente memoria descriptiva.

También se entendera que la divulgacion abarca materiales derivados del P43 depositado ECACC 99081301
sometiéndolo a un procesamiento adicional tal como propagandolo mediante subcultivo adicional, clonacién, u otros
procedimientos usando el virus vivo o modificando P43 de cualquier forma incluyendo mediante técnicas de
ingenieria genética o técnicas de reagrupacion. Tales etapas y técnicas se conocen bien en la técnica.

Los materiales derivados de P43 depositado que estan cubiertos por la invencion incluyen material genético y
proteico. De particular interés son Rotavirus reagrupados que comprenden al menos un antigeno o al menos un
segmento de P43, por ejemplo reagrupamientos que comprenden una cepa virulenta de Rotavirus en la que una
parte de uno o parte de los 11 segmentos de genoma se ha reemplazado por el segmento de genoma o parte del
mismo de P43. Especificamente, un reagrupamiento de Rotavirus en el que el segmento o segmento parcial que
codifica NSP4 es un segmento se P43 o segmento parcial pueden tener propiedades utiles. Los Rotavirus de
reagrupamiento y técnicas para prepararlos son bien conocidas (Foster, R. H. y Wagstaff, A. J. Tetravalent Rotavirus
Vaccine, una revision. ADIS drug evaluation, BioDrugs, Gev, 9 (2), 155 - 178, 1998).

Los materiales de interés particular son descendientes de P43 y derivados inmunolégicamente activos de P43. Los
derivados inmunolégicamente activos significa los materiales obtenidos a partir de o con el virus P43,
particularmente antigenos del virus, que son capaces de inducir una respuesta inmune que es reactiva contra
Rotavirus cuando se inyecta en un animal huésped.

En la adaptacion del Rotavirus a una linea celular apropiada, por ejemplo células Vero, puede ser necesario tratar el
virus de manera que consiga librarse de cualquier contaminante potencial tal como cualesquiera agentes
inesperados que pueden estar presentes y que de otra manera provocarian contaminacion. En el caso de virus
inesperados sensibles a éter, esto se puede hacer mediante tratamiento con éter como se describe en la presente
memoria descriptiva mas adelante. La presente invencién también se refiere a la inclusion de tal tratamiento con éter
como una etapa opcional en el procedimiento global para obtener un Rotavirus vivo atenuado o vacuna formulada
con él.

La cepa de Rotavirus de proteccién cruzada para su uso de acuerdo con la presente invencion se puede combinar
con otras cepas de Rotavirus para proporcionar proteccion adicional o proteccidon cruzada contra infeccion o
enfermedad por Rotavirus.

La presente divulgacion también se refiere a una vacuna de Rotavirus atenuado vivo capaz de proporcionar
proteccién cruzada, como se ha definido en la presente memoria descriptiva anteriormente, mezclada con un
adyuvante o vehiculo farmacéutico adecuado.

En unaspecto, la vacuna de Rotavirus para uso de acuerdo con la invencién es una vacuna de Rotavirus
monovalente que contiene una Unica cepa de Rotavirus tal como la cepa G1P[8].

La presente invencion es particularmente ventajosa proporcionando una vacuna de Rotavirus vivo en la que el
Rotavirus atenuado vivo es un rotavirus humano y no provoca invaginacion intestinal.

Los vehiculos farmacéuticos adecuados para uso con la cepa de Rotavirus atenuado de acuerdo con la invencion
incluyen los conocidos en la técnica por ser adecuados para la administracion oral, especialmente a nifios. Tales
vehiculos incluyen, y no se limitan a, carbohidratos, polialcoholes, aminoacidos, hidréxido de aluminio, hidroxido de
magnesio, hidroxiapatita, talco, 6xido de titanio, hidroxido de hierro, estearato de magnesio, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa microcristalina, gelatina, peptona vegetal, xantano, carragenano, goma arabiga,
B-ciclodextrina.La divulgacion también describe un procedimiento para preparar una vacuna de Rotavirus, por
ejemplo secando por congelacion el virus en presencia de estabilizadores adecuados o mezclando el virus de
acuerdo con la invencién con un adyuvante adecuado o un vehiculo farmacéutico.

También puede ser ventajoso formular el virus de la invencion en vehiculos basados en lipidos tales como virosomas
o liposomas, en emulsiones de aceite en agua o con particulas de vehiculo. Como alternativa, o0 ademas, se pueden
incluir en la formulaciéon inmunoestimulantes tales como los conocidos en la técnica para vacunas orales. Tales
inmunoestimulantes incluyen toxinas bacterianas, particularmente toxina de coélera (CT) en la forma de la holotoxina
(molécula entera) o la cadena B solamente (CTB) y la enterotoxina labil por calor de E. coli (LT). Las LT mutadas
(mL T) que es menos probable que se conviertan en su forma activa que la LT nativa se describen en los
documentos WO 96/06627, WO 93/13202 y US 5.182.109.

Otros inmunoestimulantes que se pueden incluir de manera ventajosa son derivados de saponina tales como QS21
y monofosforilo lipido A, en particular 3-des-O-acilado monofosforilo lipido A (3D-MPL). Las saponinas purificadas
como adyuvantes orales se describen en el documento WO 98/56415. Las saponinas y el monofosforil lipido A se
pueden emplear de manera separada o en combinacién (por ejemplo, el documento WO 94/00153) y se pueden
formular en sistemas de adyuvantes junto con otros agentes. 3D-MPL es un adyuvante fabricado por Ribi
Immunochem, Montana y su fabricacién se describe en el documento GB 2122204.

Una explicacién general de vehiculos y adyuvantes para la inmunizacién oral se puede encontrar en Vaccine
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Design, The Subunit and Adjuvant Approach, editado por Powell y Newman, Plenum Press, Nueva York, 1995.

La divulgacion también se refiere a un procedimiento de vacunacién de sujetos humanos, especialmente nifos,
mediante la administracion a un sujeto en necesidad del mismo de una cantidad eficaz de una composicién de
vacuna de acuerdo con la invencién. De manera adecuada la vacuna atenuada viva se administra mediante
administracion oral.

En un aspecto especifico, la cepa de Rotavirus atenuada de acuerdo con la invencion se formula con un antiacido
para minimizar la inactivacion de la vacuna mediante el acido del estdmago. Los componentes antiacido adecuados
incluyen antiacidos inorganicos por ejemplo hidroxido de aluminio Al(OH)s e hidréxido de magnesio Mg(OH),. Los
antiacidos comercialmente disponibles que son adecuados para uso en la invencién incluyen Mylanta (marca
comercial) que contiene hidréxido de aluminio e hidréxido de magnesio. Estos son insolubles en agua y se
proporcionan en suspension.

El hidréxido de aluminio es un componente particularmente adecuado de una composicidén de vacuna para su uso de
acuerdo con la invencion ya que puede proporcionar no sélo un efecto antiacido sino también un efecto adyuvante.

Son también adecuados para uso como antiacidos en la vacuna de la invencién los antiacidos organicos tales como
sales carboxilato de &cidos organicos. Un antiacido adecuado en la composicién de vacuna para su uso de acuerdo
con la invencién contiene una sal carboxilato de acido organico, especificamente una sal de acido citrico tal como
citrato de sodio o citrato de potasio.

Un antiacido particularmente adecuado que se puede usar en la composicion de vacuna para su uso de acuerdo con
la presente invencion es la sal inorganica insoluble, carbonato de calcio (CaCOs). El carbonato de calcio es capaz de
asociarse con el Rotavirus y la actividad de Rotavirus se mantiene durante la asociacion con el carbonato de calcio.

Para prevenir la sedimentacién de carbonato de calcio durante la etapa de llenado, los agentes viscosos se
presentan de manera adecuada en la formulacion.

Los posibles agentes viscosos que se pueden usar incluyen excipientes pseudoplasticos. Una solucion
pseudoplastica se define como una solucion que tiene mayor viscosidad tras reposo comparada con su viscosidad
bajo agitacion. Los excipientes de este tipo son polimeros naturales tales como goma arabiga, goma adragante, agar
- agar, alginatos, pectinas o polimeros semisintéticos por ejemplo: carboximetilcelulosa (Tyloses C®), metilcelulosa
(Methocels A®, Viscotrans MC®, Tylose MH® y MB®), hidroxipropilcelulosa (Klucels®), e hidroxipropilmetilcelulosa
(Methocels E® y K®, Viscontrans MPHC®). En general, aquellos excipientes pseudoplasticos se usan juntos con
agentes tixotropicos. Agentes viscosos alternativos que se pueden usar son excipientes pseudoplasticos con poca
capacidad de fluir. Esos polimeros, a una concentracion suficiente, dan lugar a una disposicién de fluido estructural
que da como resultado una solucién de alta viscosidad que tiene poca capacidad de fluir tras reposo. Se requiera
proporcionar una cierta cantidad de energia al sistema para permitir el flujo y transferencia.

Se necesitan energias externas (agitacion) para destruir de manera temporal la disposicién de fluido estructural con
el fin de obtener una solucién fluida.

Los ejemplos de tales polimeros son Carbopol® y goma xantano.

Los excipientes tixotropicos llegan a tener una estructura de gel tras reposo mientras que si estan bajo agitacion
forman una solucion fluida. Los ejemplos de excipientes tixotrépicos son: Veegum ® (silicato de Magnesio-aluminio)
y Avicel RC® (celulosa microcristalina aproximadamente al 89 % y carboximetilcelulosa de sodio al 11 %).

La composicion de vacuna para su uso de acuerdo con la presente invencion comprende de manera adecuada un
agente viscoso seleccionado entre goma xantano o almidon.

De este modo, la composicién de vacuna para su uso de acuerdo con la presente invencion se formula tipicamente
con una combinacién de carbonato de calcio y goma xantano.

Otros componentes de una composiciéon usada en la invencién incluyen de manera adecuada azucares por ejemplo
sacarosa y/o lactosa.

La composicion de vacuna para su uso de acuerdo con la invencidon puede contener componentes adicionales que
incluyen por ejemplo aromatizantes (particularmente para una vacuna oral) y agentes bacteriostaticos.

Se conciben diferentes presentaciones de la composicién de vacuna para uso de acuerdo con la invencion.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a una vacuna administrada en forma de una formulacion liquida. De manera
adecuada, la formulacioén liquida se reconstituye antes de la administracion a partir de al menos los siguientes dos
componentes:

i) componente de virus



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 534 637 T3

ii) componente liquido

En este aspecto, el componente de virus y el componente liquido estan normalmente presentes en envases
separados, que pueden ser convenientemente compartimentos separados de un Unico recipiente, o recipientes
separados que pueden estar conectados de tal forma que la composicion de vacuna final se reconstituye sin
exposicion al aire.

Antes de la reconstitucion, el virus puede estar en una forma seca o una forma liquida. De manera adecuada el
componente de virus se liofiliza. El virus liofilizado es mas estable que el virus en una solucion acuosa. El virus
liofilizado se puede reconstituir de manera adecuada usando una composicion de antiacido liquida para producir una
formulacion de vacuna liquida. Como alternativa el virus liofilizado se puede reconstituir con agua o solucién acuosa,
en cuyo caso la composicién de virus liofilizado contiene de manera adecuada un componente antiacido.

De manera adecuada, la formulacién de vacuna comprende un componente de virus formulado con carbonato de
calcio y goma xantano en un compartimiento o recipiente y éste se reconstituye con agua o soluciéon acuosa
presente en el segundo compartimiento o recipiente.

En otro aspecto, la composicién de vacuna como se divulga en el mismo es una formulacidon sélida, de manera
adecuada una torta liofilizada que es adecuada para la disolucion inmediata cuando se coloca en la boca. Las
formulaciones liofilizadas se pueden proporcionar de manera conveniente en la forma de comprimidos en un envase
blister farmacéutico.

En otro aspecto, la divulgacion describe una vacuna de Rotavirus en la forma de un comprimido de disolucion rapida
para la administracién oral.

En otro aspecto, la divulgacion describe una composicién que comprende una cepa de Rotavirus atenuado vivo, en
particular una cepa de Rotavirus humano, en la que la composicién es un sélido liofilizado capaz de disolucion
inmediata cuando se coloca en la boca.

De manera adecuada, el comprimido de disolucién rapida de acuerdo con la invencion se disuelve en la boca del
sujeto lo suficientemente rapido para prevenir la deglucién del comprimido no disuelto. Este planteamiento es
particularmente ventajoso para vacunas de Rotavirus pediatricas.

De manera adecuada, el virus es un Rotavirus humano atenuado vivo que se formula con un antiacido inorganico tal
como carbonato de calcio y un agente viscoso tal como goma xantano.Un aspecto adicional de la presente
divulgacion es la descripcion de una formulacion liofilizada en la que el componente de virus es cualquier cepa de
rotavirus que se formula con carbonato de calcio y goma xantano.

Las vacunas para su uso de acuerdo con la invencién se pueden formular y administrar mediante técnicas
conocidas, usando una cantidad adecuada del virus vivo para proporcionar proteccion eficaz contra infeccion por
Rotavirus sin efectos secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas. Una cantidad adecuada de virus
vivo estara normalmente entre 10* y 10" unidades formadoras de focos (uff) por dosis. Una dosis tipica de vacuna
puede comprender 10° - 10° uff por dosis y se puede proporcionar en varias dosis durante un periodo de tiempo, por
ejemplo en dos dosis proporcionadas con un intervalo de dos meses. Los beneficios pueden sin embargo obtenerse
tomando mas de 2 dosis, por ejemplo un régimen de 3 o 4 dosis, particularmente en paises en vias de desarrollo. El
intervalo entre dosis puede ser mas o menos que dos meses de duracién. Una cantidad optima de virus vivo para
una sola dosis o para un régimen de dosis multiple, y programacion optima para las dosis, se puede determinar
mediante estudios convencionales que implican la observacion de titulos de anticuerpos y otras respuestas en
sujetos.

La vacuna para su uso de acuerdo con la invencion también puede comprender otros virus vivos adecuados para
proteccion contra otras enfermedades, por ejemplo poliovirus. Como alternativa otras vacunas de virus vivo
adecuadas para la administracion oral se pueden proporcionar en una dosis separada pero en la misma ocasion que
la composicién de vacuna de Rotavirus de acuerdo con la invencién.

Sueros de 12 nifios de 4 a 6 meses de edad vacunados con el material de P33 como se describe en el articulo de
Vaccine (1998) se ensayaron para neutralizacion de P33, P38, P43 y 89-12C2.

El intervalo de los titulos de neutralizacion de todos los sueros ensayados es similar para P33, P38 y P43. El andlisis
estadistico no muestra diferencia significativa en los titulos globales de neutralizaciéon contra los tres virus. Esto
sugiere que los epitopos de neutralizacion conformacional y no conformacional de P33, P38 y P43 se reconocen
igual de bien por los sueros anti-P33 de nifios vacunados con P33. Esta observacion indirectamente sugiere que los
epitopos de neutralizacion revelados en este ensayo in vitro no estaban alterados entre P33, P38 y P43.

Sin embargo el intervalo de los titulos de neutralizacion de P89-12C2 difiere significativamente de P33, P38 and
P43. Esta observacion sugiere que los epitopos de neutralizacién conformacional y no conformacional de P33, P38 y
P43 no son reconocidos igual de bien por los sueros anti-P33 de nifios vacunados con P33. Esta observacion
sugiere indirectamente que los epitopos de neutralizacion revelados en este ensayo in vitro estaban alterados entre
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89- 12 C2y P33, P38 y P43.

Los fragmentos inmunogénicos se pueden definir en el contexto de la presente invencidon como fragmentos que
cuando se administran a una dosis eficaz (o bien solos 0 como un hapteno unido a un vehiculo) inducen una
respuesta protectora inmune contra infeccién por Rotavirus.

Los siguientes ejemplos no limitantes, ilustran la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: Demostracion de que la cepa 89-12 en el subcultivo 26 (P26) es una mezcla de variantes
Secuenciacién de los genes VP4 y VP7 de lotes de subcultivo diferentes

Se realiz6 la secuenciacion de los genes VP4 y VP7 del subcultivo P26 (células AGMK primarias), subcultivo P33
(linea de células establecida AGMK (como opuestas a las primarias)), subcultivo P41 y subcultivo P43. La extraccion
del ARN total se transcribié inversamente y se amplific6 mediante PCR en un tubo/una etapa.

Los cebadores Rota 5bis y Rota 29bis amplificaron el gen completo VP4 y los cebadores Rota 1 y Rota 2bis
amplificaron el gen completo VP7. El material de PCR se ha secuenciado usando cebadores diferentes (véase la
Tabla 1).

La secuencia del subcultivo P26 diferia de la secuencia del subcultivo P33 en 3 bases (en las posiciones 501, 788 y
802 pares de bases a partir del codén de iniciacion) en VP4 y en tres bases en VP7 (108, 605 y 897 pares de bases
a partir del codon de iniciacion).

Las exploraciones de la secuencia del subcultivo P26 de VP4 y VP7 muestran en posiciones mutadas la presencia
de la secuencia del subcultivo P33 como un fondo. De este modo se puede ver que el subcultivo de subcultivo P26
es una mezcla de al menos 2 variantes.

Las exploraciones de la secuencia del subcultivo P33 parecen homogéneas en VP4 y heterogéneas para VP7
(véase la Tabla 2).

El subcultivo P38 (derivado del subcultivo 33) se subcultivd 5 veces sobre células Vero y mostré el mismo conjunto
de secuencias VP4 y VP7 que el subcultivo P33 (linea de células de AGMK). De este modo no existia ningin cambio
principal en las poblaciones entre P33 y P38.

TABLA 1: Oligonucleétidos usados para RT-PCR y secuenciacion

nombre secuencia posicion
VP7 | Rota 1 GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G (SEC ID N° 11) -49 a-22
Rota 1bis GGT TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT A (SEC ID N° 12) -16a 10
Rota 2bis GGT CAC ATC GAA CAATTC TAATCT AAG (SEC ID N° 13) 1014-988
Rota 7 CAA GTA CTC AAATCA ATG ATG G (SEC ID N° 14) 266-287
Rota 12 TGTTGATTT TTC TGT CGA TCC AC (SEC ID N° 15) 372-394
Rota 46 GGT TGC TGA GAA TGA GAA ATT AGC TAT AGT GG (SEC ID N° 16) 651-682
Rota 18 CCA CTATAG CTAATT TCT CAT TCT CAG CAA CC (SEC ID N° 17) 682 - 651
VP4 | Rota 5 TGG CTT CGC CAT TTT ATA GAC A (SEC ID N° 18) 2-23
Rota 6 ATT TCG GAC CAT TTA TAA CC (SEC ID N° 19) 878 - 859
Rota 5bis TGG CTT CAC TCATTT ATA GAC A (SEC ID N° 20) 2-23
Rota 6bis ATT TCA GAC CAT TTA TAA CCT AG (SEC ID N° 21) 878 - 856
Rota 25 GGA GTA GTA TAT GAA AGT ACA AAT AAT AG (SEC ID N° 22) 268 - 296
Rota 26 CTATTATTT GTACTT TCA TAT ACT ACT CC (SEC ID N° 23) 296 - 268
Rota 27bis TCG ATA CAG TAT AAG AGA GCA CAA G (SEC ID N° 24) 721 -745
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Rota 28 TTC ATT AAC TTG TGC TCT CTT ATA CTG (SEC ID N° 25) 753 -727
Rota 31 GTA TAT GTA GAC TAT TGG GAT G (SEC ID N° 26) 1048 - 1070
Rota 32 CAT CCC AAT AGT CTA CAT ATA C (SEC ID N° 27) 1070 - 1048
Rota 45 TGT AAC TCC GGC AAA ATG CAA CG (SEC ID N° 28) 1205 - 1227
Rota 53 CGT TGC ATT TTG CCG GAG TTA CA (SEC ID N° 29) 1227 - 1205
Rota 54 GTA AGA CAA GAT TTA GAG CGC CA (SEC ID N° 30) 1465 - 1487
Rota 55 TGG CGC TCT AAATCT TGT CTT AC (SEC ID N° 31) 1487 - 1465
Rota 40 CTT GAT GCT GAT GAA GCA GCA TCT G (SEC ID N° 32) 1703 - 1727
Rota 39 CAG ATG CTG CTT CAT CAG CAT CAA G (SEC ID N° 33) 1727 - 1703
Rota 33 CGA TCA TAT CGA ATA TTA AAG GAT G (SEC ID N° 34) 2008 - 2032
Rota 34 CAT CCT TTAATA TTC GAT ATG ATC G (SEC ID N° 35) 2032 - 2008
Rota 29bis AGC GTT CAC ACA ATT TAC ATT GTA G (SEC ID N° 36) 2335 - 2311
TABLA 2: oligonucleétidos usados en hibridacién
nombre secuencia posicion
VP7 | Rota 41 AGT ATT TTA TAC TAT AGT AGA TTA TAT TAA TC (SEC ID N° 37) 882 -913
Rota 42 AGT ATT TTA TAC TAT GGT AGA TTA TAT TAA TC (SEC ID N° 38) 882 -913
VP4 | Rota 15 ATC CCC ATT ATACTG CAT TCC TTT C (SEC ID N° 39) 807 - 783
Rota 16 ATC CCT ATT ATACTG CAT TTC TTT C (SEC ID N° 40) 807 - 783
Rota 35 ATC CCC ATTATACTG CATTTC TTT C (SEC ID N° 41) 807 - 783
Rota 36 ATC CCT ATT ATACTG CAT TCC TTT C (SEC ID N° 42) 807 - 783

Las bases mostradas en letra negrita en la Tabla 2 son los sitios de variacién de secuencia especifica en VP4 y VP7.

TABLA 3: variacién de secuencia de los genes VP4 y VP7

Tabla 3.1
VP4 VP7

501 pb 788 pb 802 pb 108 pb 605 pb 897 pb

167 aa 263 aa 268 aa 36 aa 202 aa 299 aa
P26 (AGMK) A G/A G/A A cC/T A
P33 (AGMK) T A A G/A T/C AlIG
P38 (VERO) T A A A/G T G/A
P43 (VERO) T A A A T A

N.B. En un segundo clon de los 3 clones que se desarrollaron hasta el nivel de lote de produccién, el nucleétido de
la posicién 897 pares de bases de VP7 es G, en lugar de A como en el clon seleccionado P43. Esto da como
resultado una metionina en lugar de una isoleucina en la secuencia de aminoacidos. Las variantes correspondientes
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a tanto el clon de P43 seleccionado como el clon en el que hay una G en VP7 a 897 pares de bases a partir del
codon de iniciacion, se excretaron en las deposiciones de nifios que habian sido vacunados con el material P33.

En la Tabla 3.1, donde hay dos bases alternativas en una posicion particular, la primera de las dos representa la
base que aparece en la poblacion mayoritaria y la segunda es la base que aparece en la poblacién minoritaria. Las
poblaciones variantes mayoritaria y minoritaria se juzgan por la fuerza de la sefial en la secuenciacion.

Tabla 3.2
VP4 VP7

501 pb 788 pb 802 pb 108 pb 605 pb 897 pb
167 aa 263 aa 268 aa 36 aa 202 aa 299 aa

P26 (AGMK) Leu Gly/Glu Gly/Arg Arg Thr/Met lle
P33 Phe Glu Arg Arg/Arg Met/Thr lle/Met

(AGMK)

P38 (VERO) Phe Glu Arg Arg/Arg Met Met/lle

P43 (VERO) Phe Glu Arg Arg Met lle

Tabla 3.2 muestra los cambios de aminoacidos que se producen por las diferencias de nucleétidos entre las
variantes.

TABLA 4
VP4 ( posiciones 788 - 802) VP7 ( posicién 897)
G-G A-A A-G G-A A G
Sondas | Rota 15 Rota 16 Rota 35 Rota 36 Rota 41 Rota 42
Subcultivos
P26 - + + + nd nd
P33 - + - - + + +
P38 - + - - + ++
P43 - + - - + -

Hibridacién de transferencia en ranura

El cambio en poblaciones entre los subcultivos P26 a P33 sobre células AGMK se ha confirmado adicionalmente
mediante hibridacién de transferencia en ranura. Los fragmentos de los genes VP4 y VP7 generados por RT/PCR se
hibridaron con sondas de oligonucledtidos especificas para cada variante (véase la Tabla 3.1 y 3.2). En contraste a
P26 que se hibrida con Rota 16, Rota 35 y Rota 36 y no con Rota 15, el fragmento de la PCR de VP4 del material
P33, en las posiciones 788 y 802 se hibridé solamente con Rota 16 y no con o bien Rota 15 o Rota 35 o Rota 36.
Estos resultados establecian la presencia de al menos 3 variantes en P26 (véase la Tabla 4).

Para el fragmento de PCR de VP7 del material P33, posicion 897 se hibridé con Rota 41 y Rota 42. Estos resultados
establecieron la presencia de al menos dos variantes en el material P33.

Ejemplo 2: Aislamiento y caracterizacion del clon P43

Para aislar los componentes de P33 como una poblacién de virus homogénea, se realizaron tres diluciones de punto
final de P33/AGMK sobre células Vero y el virus resultante se uso para infectar células Vero.

Se seleccionaron pocillos positivos usando dos criterios: crecimiento demostrado por el mayor nimero de focos
detectados en los pocillos y la mayoria de pocillos positivos aislados en las placas, como se hace de manera clasica.
Después de 3 subcultivos de dilucion final en placas de microtitulacion de 96 pocillos, se amplificaron sucesivamente
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10 pocillos positivos sobre células Vero y se evaluaron por su rendimiento.

Basado en el rendimiento, se desarrollaron tres clones hasta el nivel de subcultivo del lote de produccién. El
inmunorreconocimiento mediante anticuerpos policlonales se mostré que era similar tanto entre los tres clones como
entre los clones y P33. La homogeneidad de los clones se determind mediante hibridacion de transferencia en
ranura. La seleccion final de un solo clon se basé en el rendimiento y secuencia.

El clon seleccionado se amplific6 mediante pases sucesivos sobre células Vero para generar una semilla Maestra,
una semilla de Trabajo y finalmente lotes de produccion.

El clon seleccionado se caracterizdé genéticamente a niveles de subcultivo diferentes mediante la secuenciacion de
VP4 y VP7 (identidad) y mediante hibridacion de transferencia en ranura especifica del VP4 y VP7 (homogeneidad)
de los materiales amplificados por la PCR. Las secuencias de los genes VP4 y VP7 del material P43 se
proporcionan en las Figuras 1y 3 respectivamente y son idénticas a P41.

La homogeneidad del clon seleccionado se determind mediante hibridacién selectiva usando sondas de
oligonucledtidos que discriminan los cambios de nucleétidos en las regiones VP4 y/o VP7 para cada variante
identificada durante la secuenciacion de P26/ AGMK primarias (véase la tabla 4).

El fragmento VP4 se hibridd con Rota 16 y no con Rota 15, Rota 35 o Rota 36. El fragmento VP7 se hibrid6 con Rota
41 y no con Rota 42.

Estos resultados confirman que P43 es una poblacion homogénea.
Ejemplo 3: Retirada de potenciales virus inesperados

Se afiadio éter a P33 (cultivadas en AGMK) hasta una concentracion final de 20 % durante 1 hora. Después se retird
el éter mediante burbujas con N durante 35 minutos. No se observé ningun impacto sobre la titulacion de la semilla
de P33.

Ejemplo 4: Formulacién de una vacuna atenuada viva

Los lotes de produccion descritos anteriormente se formulan para administracion oral a nifios mediante el siguiente
procedimiento.

1. Virus liofilizado

Se usan técnicas convencionales para preparar dosis de virus. Se descongela una masa viral purificada congelada y
se diluye con composicién de medio apropiada, en este caso Medio de Eagle modificado por Dulbecco, hasta una
concentracion viral convencional deseada, en este caso 10%2 uff/ml. El virus diluido se diluye después
adicionalmente con estabilizador de liofilizacion (sacarosa 4 %, dextrano 8 %, sorbitol 6 %, aminoacido 4 %) hasta la
titulacion viral diana, en este caso 10%® uff/dosis. Se transfieren de manera aséptica alicuotas de 0,5 ml de
composicion de virus estabilizada a viales de 3 ml. Cada vial se cerr6 después parcialmente con un tapén de
caucho, la muestra se seca por congelacion a vacio, después el vial se cierra completamente y se engasta una tapa
de aluminio en el sitio alrededor del vial para mantener el tapon en el sitio.

Para uso, el virus se reconstituye usando uno de los siguientes reconstituyentes antiacidos:

(a) Reconstituyente de citrato

Se disuelve citrato sédico en agua, se esteriliza mediante filtracion y se transfiere de manera aséptica en recipientes
reconstituyentes en cantidades de 1,5 ml a una concentraciéon de 544 mg de NasCitrato.2H,0 por dosis de 1,5 ml.
Los recipientes reconstituyentes pueden ser por ejemplo viales de 3 ml, o viales de 4 ml, o jeringas de 2 ml, o
capsulas que se pueden comprimir plasticas blandas para la administracion oral. Como una alternativa para
mantener los componentes estériles en condiciones estériles, el recipiente final se puede esterilizar en autoclave.

(b) Reconstituyente de Al(OH)3

Una suspension de hidroxido de aluminio aséptica (marca registrada - Mylanta) se diluye de manera aséptica en
agua estéril, se transfiere de manera aséptica a recipientes reconstituyentes (por ejemplo jeringas de 2 ml, o
capsulas que se pueden comprimir plasticas blandas) en cantidades de 2 ml que contiene cada una de ellas 48 mg
de AI(OH)s;. Una alternativa a usar componentes estériles en condiciones estériles es irradiar con rayos y la
suspension de hidréxido de aluminio (preferiblemente en una fases diluida).

Se incluyen ingredientes convencionales para evitar que la suspension se sedimente. Tales ingredientes
convencionales incluyen por ejemplo estearato de magnesio, carboximetilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
celulosa microcristalina, y polimeros de silicona. También se pueden incluir agentes bacteriostaticos por ejemplo,
butilparabeno, propilparabeno u otros agentes bacteriostaticos convencionales usados en alimentacion, y
aromatizantes.
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2. Virus liofilizados con Al(OH)s en formulacién liquida

Se usan técnicas convencionales para preparar dosis de virus. Se descongela una masa viral purificada congelada y
se diluye con composicién de medio apropiada, en este caso Medio de Eagle modificado por Dulbecco, hasta una
concentracion viral convencional deseada, en este caso 10%2 uff/ml. Se afade suspension de hidréxido de aluminio
hasta alcanzar una cantidad final de 48 mg/dosis y la composicién de virus se diluye con estabilizador de liofilizacion
(sacarosa 4 %, dextrano 8 %, sorbitol 6 %, aminoacido 4 %) hasta el titulo viral diana, en este caso 10%® uff/dosis.
Se transfieren asépticamente alicuotas de 0,5 ml de composicién de virus estabilizado a viales de 3 ml. La
liofilizacion y cierre de los viales se lleva después a cabo como se ha descrito en la parte 1.

3. Virus liofilizados con Al(OH); para presentacion de blister

Se usan técnicas convencionales para preparar dosis de virus. Se descongela una masa viral purificada congelada y
se diluye con composicién de medio apropiada, en este caso Medio de Eagle modificado por Dulbecco, hasta una
concentracion viral convencional deseada, en este caso 10%2 uff/iml. Se afiade suspension de hidroxido de aluminio
hasta alcanzar una cantidad final de 48 mg/dosis y la composicién de virus se diluye con estabilizador de liofilizacion
que puede ser sacarosa, dextrano o aminoacido 4 %, o gelatina, o peptona vegetal, o xantano hasta la titulacion viral
diana de 10%° uff/dosis. Se emplea una operacion de llenado aséptico para transferir dosis de 0,5 ml o
preferiblemente menores a cavidades blister. La composicion se liofiliza, y las cavidades blister se sellan mediante
sellado térmico.

Se incluyen opcionalmente ingredientes convencionales para prevenir que la suspensién de hidréxido de aluminio se
sedimente. Tales ingredientes convencionales incluyen por ejemplo estearato de magnesio, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa microcristalina, y polimeros de silicona. También se pueden incluir aromatizantes.

Ejemplo 5. Titulacién viral de Rotavirus para diversas formulaciones
5.1: Comparacion entre formulaciones basadas en lactosa y sacarosa:

Tabla 5

N° de lote | Composicion de | Titulacion viral antes de la | Titulacion viral después de la
formulacion liofilizacion liofilizacion y 1 semana a 37 °C

98G06/01 | Lactosa:2 %; 10>% 10%%7
Dextrano:4 %;
Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

98G06/03 | Sacarosa:2 %; 10°% 10%%
Dextrano:4 %;
Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

El Rotavirus P43 se formuld o bien con sacarosa o con lactosa como se ha mostrado en la tabla anterior.

La titulacion viral antes de la liofilizacion es la titulacion viral en el liquido formulado completo (que contiene sacarosa
dextrano sorbitol aminoacidos) y sin la etapa de liofilizacion.

Buenos resultados son aquellos en los que se logran una disminucién <0,5 log en la etapa de liofilizacion y una
disminucion <0,5 log durante la “1 semana a 37 °C” (ensayo de estabilidad acelerada).

La precision de la titulacion viral es aproximadamente + o - 0,2 log.

Los resultados indican que se puede usar sacarosa en lugar de lactosa.
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5.2: Efecto de la arginina'y reemplazo de sorbitol por maltitol:

Tabla 6
N° de lote | Composicion de formulacién | Titulacion viral en el momento = | Titulacion viral después de la
0 después de la liofilizacion liofilizacion y 1 semana a 37 °C

98L16/01 | Lactosa:2 %; 10*® 10*®

Dextrano:4 %;

Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %
98L16/02 | Lactosa:2 %; 10*® 10*?

Dextrano:4 %;

Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

Arginina: 3 %
98L.16/04 | Lactosa:2 %; 10%/ 10°

Dextrano:4 %;
Maltitol:3 %;
Aminoacidos:2 %

Arginina: 3 %

Los resultados demuestran que la adicion de arginina (que se sabe que mejora la estabilidad del virus durante la
liofilizacion y también proporciona un medio basico con el fin de compensar la acidez del estdmago) mantiene la

titulacion viral.

El sorbitol tiende a disminuir la temperatura de transicion vitrea de la torta liofilizada en tanto como un grado. Esto se
puede superar usando maltitol en lugar de sorbitol como se ha mostrado anteriormente y la titulacion viral se

mantiene todavia.

5.3: Diversas composiciones de formulacion

Este experimento demuestra que son posibles una serie de formulaciones.

Tabla7

N° de lote Composicion de | Titulacion viral antes de la | Titulacion viral después

formulacion liofilizacion de la liofilizacion y 1

semana a 37 °C

99C11/01 Sacarosa:2 %; 10%% 10%Y"

Dextrano:4 %;

Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %
99C11/02 Sacarosa:2 %:; 10°% 10%%
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Dextrano:4 %;
Maltitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

99C11/04

Dextrano:4 %;
Maltitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

104,89

105,06

N° de lote

Composicion de
formulacién

Titulaciéon viral en e
momento = 0 después de
la liofilizacion

Titulacién viral después
de la liofilizacion y 1
semana a 37°C

99C17/01

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;
Sorbitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

105,40

105,41

99C17/02

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;
Sorbitol:1,5 %;

Aminoacidos:2 %

105,30

104,93

99C17/03

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;

Aminoacidos:2 %

105,31

1052

99C17/04

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;
Maltitol:3 %;

Aminoacidos:2 %

10 4#2

10 4%

99C17/05

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;
Maltitol:1,5 %;

Aminoacidos:2 %

104,39

104,40

99C17/06

Sacarosa:2 %;
Dextrano:4 %;

Sorbitol:3 %;

10544

104,97
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99C17/07 Sacarosa:2 %; 10> 10*%¢
Dextrano:4 %;

Sorbitol:1,5 %;

5.4: Asociacion entre Rotavirus y antiacido Al(OH)a:

Tabla 8
Rotavirus Al(OH)3 H20 Tiempo de | Centrifuga- Titulacion viral | Titulacion
contacto a| del sobrena- | viral de los
temperatura cion dante en uff/ml | sedimentos
ambiente en uff/ml
10°° uffiml 48 mg en | 0,76 | 30min 8000 rpm, 10>%°
0,240 ml ml
10 min
10%° uff/ml 0,48 mg en | 0,76 | 30 min 8000 rpm, 10%4
0,240 ml ml
10 min
10%° uff/ml 1ml | 30 min 8000 rpm, 10°%8
10 min
Rotavirus en | 12 mg en | 1,380 | 30 min 8000 rpm, Por debajo de | 10*’
torta liofilizada | 0,120 ml ml 10 mi la deteccion
min

Se usa Al(OH); como un antiacido. Esto muestra que el Rotavirus esta asociado con la sal inorganica insoluble de
(AI(OH)3) ya que se centrifuga con el Al(OH)s (disminucién de actividad viral en el sobrenadante).

5.5: Disolucion del antiacido AI(OH);3 por citrato sédico antes de la titulacién viral
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Tabla 9

Muestras virales Disolucién Condiciones Titulaciones virales uff/ml
formulacion liquida | 1,5 ml de CitratoNas 24 h a temperatura | 10°"
99B10/06 antes de la ambiente
liofilizacion;
105.43
99B10/06:liofilizado 1,5 ml de CitratoNas 24 h a temperatura | 10

ambiente
105,43

Cuando el Rotavirus esta asociado al Al(OH)s, es posible liofilizar todo (incluyendo el Al(OH)s). Después de la
liofilizacion es posible recuperar Rotavirus disolviendo Al(OH)3 en citrato sédico. Esta etapa no dafa el Rotavirus y
retiene su actividad después de la etapa de disolucion.

5.6: Infectividad del Rotavirus después de la liberacidn de la asociacion Al(OH)s-Rotavirus:

El mecanismo de la liberacion de virus (mediante disolucion del vehiculo) se puede muy bien producir in vivo. De
hecho, por debajo de pH 6, el hidréxido de aluminio se llega a hacer completamente soluble, y de esta manera, el
Rotavirus se liberara en el estémago.

Al(OH); + 3 H" ---> AI'™ (soluble en agua) + 3 H,O

+++

En el estdbmago, los iones Al""" no se absorben (J.J. Powell, R. Jugdaohsingh y R.P.H. Thompson, The regulation of
mineral adsorption in the gastrointestinal track, Proceedings of the Nutrition Society (1999), 58, 147 - 153).

En el intestino, debido al incremento del pH, las formas insolubles de aluminio se precipitan (Al(OH); o AIPQOy), y se
eliminan por la forma natural.

Se desconoce si el precipitado Al(OH)s (o AIPO4) nuevamente formado sera capaz de reasociarse con los Rotavirus
libres. Esto hace surgir la cuestion de la infecividad de la propia asociacion Al(OH)s-Rotavirus.

La liberacién del Rotavirus de la asociacion Al(OH)s-Rotavirus por otros mecanismos es también posible. La lisina,
por ejemplo, interfiere con la adsorcion viral sobre Al(OH)s.

Otros aniones como borato, sulfato, carbonato y fosfato se conoce que se adsorben especificamente sobre hidroxido
de aluminio, de este modo, teéricamente, debe ser posible desplazar (mediante competicion por el sitio de
adsorcion) Rotavirus de la asociacién Al(OH)s-Rotavirus.

DEVCIO3A44
+
12 mg AI{OH)3
en 0,120 ml
+
85 mg de lisina
1,380 md H2O
+
30min T. A
+
centrifugacidn
8000rpm 10 min

N\

Sedlmentﬂ Sobrenadante

disolucidn en
citrato

por debajo de deteccién 3.8
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De este modo, se puede liberar Rotavirus de la asociacién Rotavirus - Al(OH); y el Rotavirus liberado permanece
activo.

Esta liberacién se puede hacer o bien disolviendo Al(OH); (por HCI en el estdmago, o por CitratoNa3 in vitro) o
desplazando el Rotavirus por un aminoacido basico (por ejemplo lisina).

5 5.7: Infectividad de la asociacién Al(OH)s-Rotavirus

Se reconstituyd una unica dosis de Rotavirus liofilizado con agua y se dividié en dos partes. La primera parte,
considerada como referencia, recibié un volumen adicional de agua. La segunda parte recibié 24 mg de Al(OH); se
suspendio en 0,240 ml de agua (titulaciones virales preclinicas).

DRVCO003A46
+
1,5 ml H.0
0,750 mi 0,750 ml
+ +
0,240 ml H,O 24 mg Al(OH)3
en 0,240 ml
1 hora 1 hora
5,55 6,22

10 Cuando esta presente Al(OH)s, el Rotavirus esta activo y el valor de titulacion viral es mayor comparado con la
muestra de referencia.

Este experimento se repitié sin dividir la dosis liofilizada, y afiadiendo 12 mg de Al(OH); 0 24 mg de Al(OH)s.

Aqui la muestra de referencia era la reconstituida con un tampén Citrato-Bicarbonato. De este modo, la titulacion
viral es otra vez mayor en la presencia de Al(OH)s.

15
DRVCO003A46 DRVCO003A46 DRVCO003A46
+ + +
1,5 ml de tampén WL 12 mg de Al(OH)3 24 mg de Al(OH)3
en 0,120 ml en 0,240 ml
+ +
1,380 ml H.O 1,260 ml H.O
5,34 6,24 6,05
5,32 5,95 6,26

20



ES 2 534 637 T3

Como en el ejemplo anterior, el Rotavirus se asocia con las particulas de Al(OH)s, ya que el virus se puede desechar
por centrifugacion. DRVC003A46 es un Rotavirus formulado liofilizado (Sacarosa: 2 %; Dextrano: 4 %, Sorbitol: 3 %;

aminoacidos: 2 %).

DRYCOD3A46

+
12 mg AIKOH)3
en 0,120 ml

+

1,380 ml H2ZO

.
Centrifugacion
8000 rpm 10 min

N

Sedimento Sobrenadante
+
1.5 mi
SDEAA
5,78 <1,44
5,96 <1,44

DRWCON3A4E
+
24 mg AKOH)3
en 0,240 ml

+

1,260 ml HZ0

'y

Centrifugacidn

8000 rprm 10 min
Sedimento Sohrenadante
-+
1,5mil
SDEAA
5,02 =1.44
6,11 <1,44

SDSAA= sacarosa 2%, Dextrano 4%, Sorbitol 3%, aminoacido 2%.

De acuerdo con la titulacién viral llevada a cabo sobre el sobrenadante, la cantidad de Al(OH)s; necesaria para
adsorber el Rotavirus parece ser baja (comenzando con una dosis liofilizada de 5,7 log) aumentada a escala la

titulacion viral):

Tabla 10
Al(OH); Tiempo de adsorcion Titulacién en el sobrenadante
12 mg 1horaaT.A. 2,7
24 mg 1horaaT.A. 34
48 mg 1ThoraaT. A 34
72 mg 1horaaT.A. 2,0
96 mg 1ThoraaT.A. por debajo de la deteccion
12 mg Durante toda una noche 2,7
24 mg Durante toda una noche por debajo de la deteccion
48 mg Durante toda una noche 2,5
12 mg inmediato por debajo de la deteccion
24 mg Inmediato 2,0
48 mg Inmediato por debajo de la deteccion
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El tiempo necesario para adsorber Rotavirus sobre Al(OH)s; parece ser corto:

Una dosis de Rotavirus liofilizado se reconstituyé en presencia de 24 mg de Al(OH)s, y se centrifugd después de 0,
15, 60 min y 24 horas. El “Sedimento” se volvio a suspender en SDSAA antes de la titulacion viral:

Tabla 11
Tiempo Sedimento Sobrenadante
0 min 5,26 3,17
15 min 5,34 <1,44
60 min 5,96 <1,44
24 horas 6,13 <1,44

5.8: Usando CaCO3; como antiacido

Con el fin de evitar aluminio en la vacuna, el antiacido Al(OH)s; se reemplazé por otra sal inorganica insoluble:
CaCOs; (carbonato de calcio).

Los fenédmenos observados con CaCOj3 son paralelos a los descritos para Al(OH)s:

- Asociacién de Rotavirus con la sal inorganica;

- Mantenimiento de la actividad de Rotavirus cuando esta asociado con la sal inorganica;

- Posibilidad de liberacion de Rotavirus de la asociacién mediante disolucion de la base inorganica por un acido;
- Posibilidad de coliofilizacion del antiacido y el Rotavirus.

Asociacién de CaCOz vy Rotavirus

En el primer ensayo, Rotavirus liofilizado (titulacién viral 5,7) se reconstituyé con una suspension de CaCO3; en agua
(50 mg en 1,5 ml); y después se centrifugd vy la titulacion viral del sobrenadante se comparé con el sedimento.
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DRVCO003A46 DRVCO003A46
+ +
50mg CaCOs3 50 mg CaCOs;
en en
1,5 ml H,O 1,5 ml H20
+ +
Centrifugacion Centrifugacion
8000 rpm 10 min 8000 rpm 10 min
Sedimento Sobrenadante Sedimento Sobrenadante
+ +
1,5 ml 1,5 ml
SDSAA Citrato Na
5,83 4,46 5,88 4,33

Esto indica que mas del 90 % del Rotavirus esta asociado a CaCOs.

También, cuando el virus estaba asociado, fue posible realizar la titulacién y recuperar las cantidades virales
originales.

También, las titulaciones virales son ligeramente mayores que las obtenidas sin CaCOs.

Cantidad de asociacién de CaCOs vy Rotavirus

DRVC003A46 DRVCO003A46
+ +
1,5 ml H,0 1,5 ml
+ tampon W.L

Centrifugacion
8000 rpm 10 min

/N

“Sedimento Sobrenadant

5,35

4,99 5,03

Se reconstituyé Rotavirus con una suspension de CaCOs3 en agua (1,5 ml):
10 mg
50 mg
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y después se centrifugd, y la titulacion viral del sobrenadante se comparé con el sedimento.

Tabla 12
CaCOs3 Extempo + Centri. 1 Hora + Centri
Sedimento Sobrenadante Sedimento Sobrenadante
100 mg 4,57 3,01 4,79 3,09
50 mg 4,17 4,15 4,22 3,86
10 mg 3,17 4,77 3,87 4,87

De este modo, esta claro que mas CaCOs3 y mas virus se asocia, y se encuentra menos en el sobrenadante.

Sin embargo, la dosis total no se recupera completamente (se espera un total de 5,3 al menos o incluso 5,8 como se
ha obtenido antes, véase anteriormente).

Protecciéon por CaCOs de Rotavirus durante titulacién de antidcido Rossett-Rice en bebés

Usando 10 dosis de Rotavirus liofilizado (DRVCO003A46) y 50 mg de CaCOs, se llevaron a cabo dos tipos de
titulacion por Rossett-Rice en bebés:

En una titulacién clasica por Rossett- Rice, el antiacido se mezcla con Rotavirus y se vierte HCI en este medio.

En la titulacién Rossett-Rice en bebés “inversa”, la situacion es la inversa: se afiade gota a gota antiacido en el
conjunto de HCI (como se produce in vivo).

Tabla 13

Titulacion clasica de Rossett-Rice en bebés

Rotavirus liofilizado Tampon Titulacion viral Titulacion viral
almacenado a: tedrica medida
4°C 60 mg de CaCOs3 5,3 4.6
-80°C 60 mg de CaCOs3 53 4,6
4°C 24 mg de Al(OH)3 5,4 <2,9
-80°C 24 mg de AI(OH)3 5,4 <2,9

Titulacion inversa por Rossett-Rice en bebé

Rotavirus liofilizado Tampon Titulacion viral Titulacion viral
almacenado a: tedrica medida
4°C 60 mg de CaCO3 5,3 4,6
-80°C 60 mg de CaCO3 53 4.6
4°C 24 mg de AI(OH); 54 <2,9
-80°C 24 mg de AI(OH); 54 <2,9

De este modo, en este experimento in vitro, el carbonato de calcio es capaz de proteger aproximadamente 20 % de
Rotavirus de la presencia de HCI, mientras el hidréxido de aluminio no es capaz de hacerlo.
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5.9: Liofilizacion of Rotavirus en presencia del antiacido CaCOs:

Tabla 14

N° de lote

Composicion

Titulaciéon viral

en el

momento = 0 después

de la liofilizacion

Titulacién viral después de
la liofilizaciéon y 1 semana a
37°C

99K08/01

Sacarosa: 2 %
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
aminoacidos: 2 %

CaCOs: 50 mg

1 05,28

105,10

99K08/02

Sacarosa: 2 %
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %

CaCO3: 60 mg

10b,16

105,15

00C24/01

Sacarosa: 2 %
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO3: 60 mg
Xantano 0,3 %

1 05,07

104,69

00C24/03

Sacarosa: 2 %
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO03: 60 mg
Xantano 0,3 %

1 05,07

104,85

00E09/25

Sacarosa: 2 %
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO3: 60 mg
Xantano 0,25 %

1 Ob,Uli

104,91

00E09/30

Sacarosa: 2 %

105,01

104,87
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Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO3: 60 mg
Xantano 0,30 %

00F26/06 Sacarosa: 2 % 10+ 10*7
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO3: 60 mg
Almidén: 2 %

Esta es la liofilizaciéon de “todo en uno” de Rotavirus y antiacido (CaCOs3) juntos en el mismo vial. Para evitar la
sedimentacion de CaCOs durante la etapa de llenado, son necesarios agentes viscosos. Los ejemplos de tales
agentes viscosos incluyen goma Xantano y almidon. La actividad de Rotavirus se mantiene incluso en la presencia
de goma Xantano y almidon.

5.10 Comprimidos liofilizados para la disgregacion rapida cuando se colocan en la boca:

Las siguientes formulaciones demuestran el concepto “lyoc”. Es decir, la disoluciéon rapida de la torta liofilizada en la
boca.
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Tabla 15
N° de lote Composicion de formulacion Titulacion viral antes | Titulacion viral después
de la liofilizacién de la liofilizaciéon y 1
semana a 37°C
99B10/06 Sacarosa 4 % 10>" 10%%°

glutamato de sodio 3,7 %

Al(OH)3 48 mg

99C11/12 Maltitol 3 % 10*"° 10>
AI(OH); 48 mg
hidroxipropilmetil

celulosa: 1 %

N° de lote Composicion de formulacion Titulacién viral en el | Titulacion viral después
momento = 0 después | de la liofilizacion y 1
de la liofilizacién semana a 37°C

00C24/05 Sacarosa: 2 % 10>% 10>

Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO03: 60 mg

Xantano 0,3 %

00C24/06 Sacarosa: 2 % 10*%° 10+%°
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %
Aminoacidos: 2 %
CaCO3: 60 mg
Xantano 0,3 %

00F26/11 Sacarosa: 1 % 10*7° 1044
Dextrano: 2 %
Sorbitol: 1,5 %
Aminoacidos: 1 %
CaCO3: 60 mg
Almidén: 2 %

En el “concepto lyoc” se puede usar tanto Xantano como almidén (manteniendo las propiedades de disolucion rapida
5 de la torta liofilizada).
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Ejemplo 6: Uso de carbonato de calcio como el antiacido para la composicién de vacuna de Rotavirus

Cuando se usa una suspension de CaCO3; en agua como el antiacido para el Rotavirus existe un problema porque
las particulas de carbonato de calcio sedimentan rapidamente cuando se colocan en agua ya que el valor de la
densidad de polvo se aproxima a 2,6 y el tamafio medio de particula es 30 ym. Esta sedimentacién se puede
ralentizar mediante:

1 incremento de la densidad del medio circundante

2 incremento de la viscosidad del medio circundante
3 reduccion del tamafio de particula

4 mantenimiento de las particulas separadas entre si

6.1: Incremento de la densidad del medio circundante:

Cuando la suspensiéon en agua de CaCOs (cuando se coloca en la jeringa) se coloca en la torta liofilizada (que
contiene sacarosa 2 %, dextrano 4 %; sorbitol 3 %; aminoacidos 2 %) se incrementa la densidad del medio
circundante pero la velocidad de sedimentacion de CaCOs; no es muy diferente a la de la suspension en agua de
CaCOs.

6.2 Incremento de la viscosidad del medio circundante:

Excipientes pseudopléasticos

Una solucién pseudoplastica se define como una solucién que tiene una viscosidad mayor en reposo cuando se
compara con su viscosidad en agitacion.

Los excipientes usuales de este tipo son:

Polimeros naturales, por ejemplo:

goma arabiga
goma adragante
agar-agar
alginatos
pectinas

Polimeros semisintéticos, por ejemplo:

carboximetilcelulosa (Tyloses C®)

metilcelulosa (Methocels A®, Viscotrans MC®, Tylose MH® y MB®)
hidroxipropilcelulosa (Klucels®)

hidroxipropilmetilcelulosa (Methocels E® y K®, Viscontrans MPHC®)

En general dichos excipientes pseudoplasticos se usan junto con agentes tixotrépicos.
Excipientes pseudoplasticos con baja capacidad de fluir

Esos polimeros, a una concentracion suficiente, dan lugar a una disposicion de fluido estructural que da como
resultado una solucion de alta viscosidad que tiene capacidad de fluir baja en reposo. Una cierta cantidad de energia
necesita proporcionarse al sistema para dejar que fluya y se transfiera. Son necesarias energias externas (agitacion)
para destruir temporalmente la disposicidn de fluido estructural con el fin de obtener una solucién fluida.

Ejemplos de dichos polimeros son Carbopols ® y goma xantano.
Excipientes tixotropicos

Con estos excipientes, en reposo, se obtiene una estructura de gel; mientras en agitacion se obtiene una solucién
fluida.

Los ejemplos de excipientes tixotrépicos son: Veegum ® (silicato de magnesio y aluminio) y Avicel RC®
(aproximadamente 89 % de celulosa microcristalina y 11 % de carboximetilcelulosa de Na).
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6.3 Reduccién del tamano de particulas

Una reduccion del tamario de particulas de CaCO3; dio como resultado una disminucion de la capacidad antiacido del
compuesto.

6.4 Mantenimiento de la particulas separadas entre si

5 Este es el caso en Veegum® y Avicel® para los que particulas insolubles mas pequefias (aproximadamente 1 um)
que las particulas de CaCOs3, se colocan entre las particulas de CaCOj3 con el fin de prevenir la agregacion.

Ejemplo 7: Disefio de producto
Los siguientes esquemas demuestran los ejemplos de posibles disefios de producto.

7.1 CaCOs en la jeringa

10 Teniendo ya lotes clinicos de Rotavirus en viales liofilizados, el antiacido se puede colocar en el liquido
reconstituyente contenido en la jeringa.

Jeringa con 1,3 ml
de CaCOs; (60 mg/ml)

Aguja

rotavirus liofilizado

En esta presentacion del producto, la sedimentaciéon de CaCOs debe estar bajo control no solamente durante las
etapas de llenado, sino también durante la vida util completa del producto (al menos 2 afios).

15 7.2 CaCOs en el vial liofilizado

jeringa con 1,3

de agua

‘ aguja

=

Rotavirus en vial liofilizado +
CaCOg3 (60 mg)

Xantano

7.3. Liofilizacién en un blister

En este caso el Rotavirus, CaCO3; y goma Xantano se liofilizan juntos directamente en el blister.
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Ejemplo 8: Liofilizaciéon de cepa diferente de Rotavirus

Tabla 16

N° de lote Cepa de Rotavirus Composicion de formulacién Titulaciéon viral en | Titulacién viral
el momento = 0 | después de Ila
después de la | liofilizacion 'y 1
liofilizacion semana a 37 °C

00F26/01 G1 Sacarosa: 2 % 10*° 10*"
SB purif n°61 Dextrano: 4 %
PRO/0232 Sorbitol: 3 %

Aminoacidos: 2 %

00F26/02 G2 (DS-1) Sacarosa: 2 % 10™* 10**
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %

Aminoacidos: 2 %

00F26/03 G3(P) Sacarosa: 2 % 10*° 10*°
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %

Aminoacidos: 2 %

00F26/04 G4 (VA-70) Sacarosa: 2 % 10*® 10*®
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %

Aminoacidos: 2 %

00F26/05 G9 (W161) Sacarosa: 2 % 10*° 10%°
Dextrano: 4 %
Sorbitol: 3 %

Aminoacidos: 2 %

Las cepas DS-1, P y VA70 se describen como cepas de referencia de Rotavirus humanos para el serotipo G2, G3 y
G4 respectivamente en la pagina 1361 de “Fields” Raven press 1990, segunda edicion.

En este experimento se han liofilizado cepas de Rotavirus diferentes.

Para todas, se ha mostrado tanto que se ha mantenido la titulacién viral durante la liofilizacion como la estabilidad
acelerada (una semana a 37 °C).

Ejemplo 9: Estudio de seguridad de fase | en adultos de una administracion oral de la vacuna de Rotavirus.

Se llevo a cabo un estudio de fase | para determinar la seguridad y reactogenicidad de una Unica dosis oral de 1080
uff de la vacuna de P43 en adultos sanos de 18 a 45 afios de edad.
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El ensayo clinico era doble ciego y aleatorio. Estaba controlado por placebo y auto-contenido. El estudio se realizd
en un unico centro en Bélgica.

9.1. Poblacién de estudio

Un total de 33 sujetos, 11 en el grupo placebo y 22 en el grupo de vacuna, se alistaron y todos completaron el
estudio. Todos los voluntarios eran caucasicos. Su edad media en el momento de la vacunacion era 35,3 afios, con
un intervalo de 18 a 44 afios. El ensayo comenzé en enero y se desarrollé durante poco mas de un mes.

9.2. Material
Vacuna

Se produjeron lotes clinicos de vacuna de P43, se purificaron, se formularon y se liofilizaron de acuerdo a las
Buenas Practicas de Fabricacion. Los lotes fueron liberados por Control de calidad y Seguridad de Calidad. Cada
vial de vacuna contenia los siguientes componentes:

Ingrediente activo:

Cepa P43 Min. 10%® uff

Excipientes, estabilizantes:

Sacarosa 9 mg
Dextrano 18 mg
Sorbitol 13,5 mg
Aminoacidos 9 mg

Placebo
Se prepararon viales de placebo y se liberaron. Cada vial de placebo contenia los siguientes componentes:

Excipientes, estabilizantes:

Sacarosa 9 mg
Dextrano 18 mg
Sorbitol 13,5 mg
Aminoacidos 9 mg

Diluyente
Se us6 agua para inyeccion como diluyente para reconstituir la vacuna y placebo.
9.3. Administracion

Aproximadamente 10 a 15 minutos antes de la administracion de la vacuna o del placebo, a los sujetos de ambos
grupos se les administraron 10 ml de Mylanta® por via oral. Mylanta® es un antiacido registrado. El antiacido
incrementa el pH del estdmago y evita la inactivacion del Rotavirus durante su pase a través del estdmago.

Para preparar la vacuna, dos viales de P43 liofilizado que contenia 10%® uff por vial se reconstituyeron con 1,5 ml del
diluyente agua para inyeccion. Esto logré una titulacion viral calculada de 108" uff por dosis. La vacuna reconstituida
se administré prontamente como una Unica dosis oral.

Para preparar el placebo, dos viales de placebo liofilizado se reconstituyeron con 1,5 ml de agua para inyeccion y se
administrd por via oral como una unica dosis.

9.4. Seguridad y reactogenicidad
Los siguientes criterios de seguridad y reactogenicidad se aplicaron.

Los sintomas generales inducidos fueron fiebre, diarrea, vémitos, nauseas, dolor abdominal y pérdida de apetito. Se

31



10

15

20

25

ES 2 534 637 T3

registraron durante ocho dias después de la administracion.

Los sintomas no inducidos se registraron durante 30 dias después de la administracion.
Los episodios adversos graves se registraron durante el periodo completo de estudio.
Las muestras de diarrea se recogieron durante ocho dias después de la administracion.
Los resultados fueron:

No se registraron sintomas inducidos, ni sintomas no inducidos ni episodios adversos graves durante los periodos
de observacion respectivos.

No se registraron casos de diarrea.
9.5. Conclusiones

La vacuna de P43 de SB Biologicals era segura con relacion al placebo cuando se administraba por via oral de una
manera doble ciego como una Unica dosis a la dosis de 10%" uff a voluntarios adultos sanos de 18 a 44 afios de
edad.

Ejemplo 10 - Eficacia de dos dosis de una vacuna de Rotavirus monovalente humana, que contiene RIX 4414
en la prevencion de gastroenteritis debida a Rotavirus G1 y no-G1 (G9)

10.1. Procedimientos

Un ensayo de fase |l aleatorio, doble - ciego, controlado por placebo se llevé a cabo en Latinoamérica para evaluar
la eficacia protectora de una vacuna (cepa de Rotavirus humano RIX4414) derivada de la cepa humana 89-12 de
G1P[8] para inmunizacion de nifios. La vacuna RIX4414 comprende como componente de Rotavirus la cepa
humana atenuada de G1P[8] depositada como ECACC depdsito 99081301 (documento WO 01/12797).

Composicién de vacuna (Tabla 17)

La vacuna de HRV o placebo se prepardé para administracién mediante la inyecciéon del contenido entero de una
jeringa llenada previamente que contenia el tampén de carbonato calcico en el vial del producto liofilizado (vacuna o
placebo). El vial se agitdé para resuspender la vacuna/placebo. El volumen entero del producto resuspendido se
recogié en la misma jeringa, la aguja se desech¢ y el producto resuspendido se administré6 prontamente como una
Unica dosis oral (aproximadamente 1,0 ml).

Tabla 17 - Composicién de vacuna de Rotavirus RIX4414

Ingredientes Cantidad (por dosis nominal: 1
ml)

Ingrediente activo

RIX4414 10°® uff/dosis

Excipientes

Vacuna liofilizada en vial de Sacarosa 9 mg

vidrio
Dextrano 18 mg
Sorbitol 13,5mg
Aminoacidos 9 mg

Medio de Eagle modificado 2,25 mg
por Dulbecco (DMEM)

Diluyente liquido (basado en CaCOs) en la jeringa llenada previamente

Carbonato de calcio 60 mg
Xantano 2,5mg
Agua para inyecciones c.s.para 1 ml
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Administracion de vacunas

Nifios sanos (493) recibieron dos dosis de la vacuna de Rotavirus RIX4414 a una concentracion viral de 10°® uff por
dosis, o placebo (504) a una edad de 2 y 4 meses, simultaneamente con vacunas DTPw-HBV y Hib. Se
proporcionaron tres dosis de OPV (vacuna de virus del polio oral) con una separacién de 2 semanas de la vacuna de
estudio, es decir, no se administraron durante el periodo que comienza 2 semanas antes de cada dosis de vacuna
de estudio y que termina 2 semanas después. Otros dos grupos recibieron 2 dosis de la vacuna de Rotavirus
RIX4414 a diferentes concentraciones virales: 10*” uff y 10°? uff. Se ensayaron muestras de diarrea para determinar
la presencia de Rotavirus (ELISA) y se determinaron los serotipos en muestras positivas (RT-PCR). Los episodios de
diarrea resefiados a partir de dos semanas después de la segunda dosis se consideraron para el analisis de
eficacia. La gravedad se determind usando una escala de 20 puntos (Ruuska y Vesikari, 1990). El sistema de
puntuacién de 20 puntos usado para determinar la gravedad de cada episodio de diarrea en este estudio se muestra
mas adelante en la tabla 18. Una puntuacion > 11 definia una enfermedad grave.

Tabla 18

Experiencia adversa Puntos

Duracién de deposiciones mas sueltas que lo normal

(dias)

1-4 1
5 2
>6 3

NUumero méaximo de deposiciones mas sueltas que lo
normal/24 horas

1-3 1
4-5 2
>6 3

Duracién de vémitos (dias)

1 1
2 2
>3 3

NUmero méaximo de episodios de vomitos/24 horas

1 1
2-4 2
>5 3

Fiebre (medida por via rectal/via axilar)#*

37,1-38,4°C/36,6-37,9 °C 1
38,5-38,9°C/38,0-38,4 °C 2
>39°C/>38,5°C 3

Tratamiento
Rehidratacién 1

Hospitalizacién 2

Deshidratacion

1-5% 2
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26 % 3

* Se puntud la temperatura mas alta registrada durante el episodio.

10.2. Resultados

Se realizé un analisis provisional de eficacia sobre el grupo anteriormente mencionado y los serotipos aislados eran
principalmente G1 y G9, distribuidos de manera casi equitativa. La velocidad de ataque global en el grupo placebo
variaba entre 4,8 % para G1 a 3,6 % para G9 durante el periodo de 6 meses de observacion. Dos dosis de vacuna
de Rotavirus RIX4414 a 108 uff protegian contra todos los tipos de diarrea provocada por G1 con 83 % de eficacia
[IC del 95 %: 50,4 - 95,7] y 92,1 % de eficacia [IC del 95 %: 47,6 - 99,8] contra gastroenteritis grave. Si la diarrea
estaba provocada por G9, la proteccidn contra todos los tipos de diarrea era 60,2 % [IC del 95 %: 0,2 - 86,0] y 80,8
% [IC del 95 %: 33,0 - 96,4] contra gastroenteritis grave. Para cada uno de estos puntos finales de eficacia
(cualquiera y grave para G1 y G9), habia una disminucién estadisticamente significativa en los episodios de diarrea
en el grupo HRV comparado con el grupo placebo (p < 0,05, Prueba exacta de Fisher de dos colas).

Los resultados obtenidos en los otros dos grupos de vacuna (concentracion de Rotavirus diferente) son consistentes
con los resefiados en el Ejemplo, y se presentan en el analisis final (Ejemplo 11). También se analizaron los datos
de eficacia para G2, G3 y G4. No se extrajo ninguna conclusion de este estudio sobre proteccion cruzada de G2, G3
y G4 ya que se resefiaron muy pocos casos. Sin embargo los datos de eficacia contre G2, G3 y G4 se presentan en
el analisis final en un tamafio de muestra mas importante (Ejemplo 11).

10.3. Conclusioén.

Estos resultados apoyan en gran medida la eficacia de dos dosis de una vacuna de HRV monovalente, la vacuna de
Rotavirus RIX4414 en la proteccion de nifios jévenes contra la cepa G1 y proteccion cruzada contra la cepa G9.

Ejemplo 11 - Eficacia de dos dosis de una vacuna de Rotavirus monovalente humana, que contiene la cepa
RIX4414, administrada a tres concentraciones de virus diferentes en la prevencidon de gastroenteritis debido
a Rotavirus G1y no- G1 (G2, G3, G4, G9)

11.1. Procedimientos

Un ensayo de fase |l aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo se llevd a cabo en Latinoamérica para
evaluar la eficacia protectora y eficacia contra la hospitalizacién de una vacuna derivada de la cepa humana 89-12
de G1P[8] para inmunizacién de nifios. Especificamente la vacuna usada se llamé vacuna de Rotavirus RIX4414, y
comprende como componente de Rotavirus la cepa humana atenuada de G1 depositada como ECACC deposito
99081301.

Nifios sanos recibieron dos dosis de vacuna de Rotavirus RIX4414 a tres concentraciones de virus diferentes. La
cohorte para analisis de eficacia constaba de 1846 sujetos (468 sujetos en el grupo de vacuna de HRV de 10*7 uff,
460 sujetos en el grupo de vacuna de HRV de 10°2 uff, 464 sujetos en el grupo de vacuna de HRV de 108 uff y 454
en el grupo placebo a la edad de 2 y 4 meses, simultdneamente con vacunas DTPw-HBYV y Hib. Se proporcionaron
tres dosis de OPV con una separacion de 2 semanas de la vacuna de estudio, es decir, no se administraron durante
el periodo que comienza 2 semanas antes de cada dosis de vacuna de estudio y que termina 2 semanas después.
Se ensayaron muestras de diarrea para determinar la presencia de Rotavirus (ELISA) y se determinaron los
serotipos en muestras positivas (RT-PCR). Los episodios de diarrea resefiados a partir de dos semanas después de
la segunda dosis hasta que los sujetos alcanzaban un afio de edad se consideraron para el analisis de eficacia. La
gravedad se determind usando una escala de 20 puntos (Ruuska and Vesikari, 1990). Una puntuacion > 11 definia
una enfermedad grave (véase el ejemplo 10 para la descripcion del sistema de puntuacion de 20 puntos).

11.2. Resultados

Los resultados que son el analisis final de los datos mencionados en el Ejemplo 10 se ilustran en las tablas mas
adelante. Los nifios en los grupos de vacuna tenian significativamente menos episodios de gastroenteritis por
Rotavirus que los nifios en el grupo placebo (p < 0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas) (Tabla 19).
Dependiendo de la dosificacion, la eficacia protectora contra gastroenteritis por Rotavirus grave alcanzaba el 85,6 %
(IC del 95 %: 63,0 % - 95,6 %), y 70 % (IC del 95 %, 45,7 % - 84,4 %) contra cualquier gastroenteritis de Rotavirus
(Tabla 20). Para cada uno de estos puntos finales de eficacia, existia una disminucion estadisticamente significativa
en episodios de diarrea en el grupo de HRV comparado con el grupo placebo (p < 0,001, Prueba exacta de Fisher de
dos colas). Se identificaron multiples serotipos de Rotavirus (G1, G2, G3, G4 y G9) a partir de deposiciones de
gastroenteritis (ELISA y RT-PCR) permitiendo calcular también la eficacia de vacuna contra serotipos no- G1. Como
se puede ver a partir de la tabla 21 en particular, para los serotipos no- G1 (G2, G3, G4 y G9), y dependiendo de la
dosificacion, la eficacia contra gastroenteritis por Rotavirus grave alcanzoé el 82,7 % (IC del 95 %: 40,3 % - 96,8 %),
proporcionando la prueba del concepto de que la vacuna monovalente de Rotavirus humano de G1P1A P[8] basado
en G1 induce proteccion cruzada contra cepas heterotipicas (es decir, no- G1 y no- P[8]).
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Tabla 19: Caracteristicas de episodios de gastroenteritis por Rotavirus resefiados durante el estudio

RIX4414 10%" uff RIX4414 10°° uff RIX4414 10°° uff Placebo

Cualquier gastroenteritis
21 22 15 51

por Rotavirus

n° de episodios (por ciento) con caracteristica especifica entre todos los episodios de gastroenteritis
por Rotavirus resefiados

Puntuaciones de

gravedad <7 4 (19,0) 8 (36,4) 2(13,3) 5(9,8)
7-10 5(23,8) 4(18,2) 8 (53,3) 12 (23,5)
>11 12 (57,1) 10 (45,5) 5(33,3) 34 (66,7)

Serotipos de Rotavirus identificados
G1 salvaje 12 (57,1) 6 (27,3) 7 (46,7) 30 (58,8)
G2 0 0 1(6,7) 3(5,9)
G3 1(4,8) 0 0 2(3,9)
G4 0 0 1(6,7) 0
G9 8 (38,1) 14 (63,6) 7 (46,7) 15 (29,4)
Canino 0 0 0 1(2,0)
Desconocido 0 2(9,1) 0 0

Tabla 20: Eficacia protectora de dos dosis de vacuna de Rotavirus humano RIX4414 contra gastroenteritis

por Rotavirus

Cualquier Gastroenteritis por Hospitalizacién por
gastroenteritis por Rotavirus grave Gastroenteritis por
Rotavirus Rotavirus
N n (%) Eficacia n (%) Eficacia n (%) Eficacia
(IC del 95 %) (IC del 95 %) (IC del 95 %)
Grupos de 1392 58 61,4 27 74,1 9(0,6)* 79,0
vacuna
reunidos (4,2)* (42,3;4,1) (1,9) (55,8; 85,0) (48,0;92,0)
RIX4414 464 15 70,0 50,1) 85,6 3(0,6)% 79,0
10%8 uff
(3,2)* (45,7; 84,4) (63,0; 95,6) (24,9; 96,1)
RIX4414 460 22 55,7 10 71,0 1(0,2)* 93,0
10°2 uff
(4,8)" (25,3;74,5) (2,2) (39,9; 87,2) (53,7; 99,8)
RIX4414 468 21 58,4 12 65,8 50,1t 65,4
107 uff
(4,5)* (29,4;76,3) (2,6)* (32,2;83,9) (-1,8; 90,2)
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Placebo 454 49 - 34 (7,5) - 14 (3,1) -
(10,8)

*p < 0,001 para cada comparacion entre los grupos de vacuna y de placebo mediante Prueba exacta de Fisher de
dos colas (nivel de significacion de o = 0,05)

Tp = 0,037 para la comparacion entre los grupos de vacuna y de placebo mediante Prueba exacta de Fisher de dos
colas (nivel de significacion de o = 0,05)

Ip = 0,007 para la comparacion entre los grupos de vacuna y de placebo mediante Prueba exacta de Fisher de dos
colas (nivel de significacion de a = 0,05)

N = numero de sujetos

n/% = numero/porcentaje de sujetos que presentan al menos un episodio de gastroenteritis por Rotavirus
especificado

Se muestran intervalos de confianza al 95 % exactos

Tabla 21: Eficacia protectora de dos dosis de vacuna de Rotavirus humano RIX4414 contra gastroenteritis
grave por Rotavirus especifica de serotipo

Gastroenteritis por Rotavirus grave

N n(%) Eficacia (IC del 95 %) valor de p*
Rotavirus de tipo salvaje G1
Grupos de vacuna reunidos 1392 13 (0,9) 73,5 (41,2;88,3) < 0,001
RIX4414 10°° uff 464 2(0,4) 87,8 (48,0;98,6) < 0,001
RIX4414 10°% uff 460 4(0,9) 75,3 (23,5; 94,0) 0,006
RIX4414 10* uff 468 7 (1,5) 57,6 (-9,0; 85,2) 0,057
Placebo 454 16 (3,5) - .

Rotavirus No- G1 (principalmente G9 con tipos G2, G3y G4)

Grupos de vacuna reunidos 1392 14 (1,0) 73,1 (42,1; 87,7) < 0,001
RIX4414 10%® uff 464 3(0,6) 82,7 (40,3; 96,8) 0,001
RIX4414 10° uff 460 6 (1,3) 65,2 (7,4; 88,8) 0,020
RIX4414 10*" uff 468 5(1,1) 71,5 (19,4; 91,8) 0,009

Placebo 454 17 (3,7) - -

*Prueba exacta de Fisher de dos vias (nivel de significacién de o = 0,05) usado para cada
comparacion entre los grupos de vacuna y de placebo.

N = numero de sujetos

n/% = numero/porcentaje de sujetos que presentan al menos un episodio de gastroenteritis grave
por Rotavirus especificado

Se muestran intervalos de confianza al 95 % exactos

11.3. Conclusion

Estos resultados apoyan en gran medida la eficacia de 2 dosis de una vacuna monovalente de HRV que contiene
RIX4414, en la proteccién de nifios jévenes contra cualquier gastroenteritis por Rotavirus y gastroenteritis por
Rotavirus grave provocadas por la cepa G1 y proteccién cruzada contra otros tipos G de RV, a saber G2, G3, G4 y
G9.

Ejemplo 12 - Dos dosis de la vacuna de Rotavirus atenuado humano RIX4414 muestran proteccion
heterotipica en Latinoaméricay Europa
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La eficacia de una vacuna de Rotavirus (RV) humano G1P[8] atenuado, oral de dos dosis, vivo que contenia la cepa
RIX 4414 se analizé6 en ensayos clinicos de fase Il/lll en nifios finlandeses y latino americanos. La vacuna de
Rotavirus RIX 4414 comprende como el componente de Rotavirus la cepa humana G1 atenuada depositada como
ECACC depdsito 99081301.

12.1. Procedimientos

Parte de los resultados del Ejemplo 12 se ha presentado ya en los Ejemplos 10 y 11. Se reunieron los datos de los
estudios de fase Il, uno en Finlandia y uno en Latinoamérica (Brasil, México y Venezuela) (Ejemplos 10 y 11) y a
partir de un estudio de fase lll en 11 paises de Latinoamérica (Ejemplo 13) usando la misma metodologia y criterios
de eficacia. En total, 20081 nifios sanos (cohorte para eficacia) vacunados con 2 dosis de vacuna RIX 4414 o
placebo a los 2 y 4 meses de edad se siguieron hasta un afio de edad para evaluar la gastroenteritis (GE) grave con
una puntuacioén en la escala de gravedad Vesikari (Ruuska T y col., Scand. J. Infect. Dis. 1990, 22, 259 - 267) > 11.
Muestras de GE se ensayaron para evaluar Rotavirus (por ELISA) y se determiné el tipo por RT-PCR.

Un analisis meta se llevé a cabo en los tres estudios mencionados. La eficacia reunida para GE por RV grave
(definida como puntuacién de gravedad de Vesikari = 11) se calcul6 a partir de 2 semanas después de la dosis 2
hasta 1 afio de edad (ajuste para el efecto de estudio usando la aproximaciéon de Mantel- Haenszel).

12.2. Resultados

En la cohorte para determinar la eficacia se detectaron 5 episodios graves de GE por RV de tipo G2P[4] con una
puntuacién de Vesikari > 11 en el grupo de vacuna y 13 episodios en el grupo de placebo. La eficacia de la vacuna
contra el tipo G2P[4] era 67,2 % (IC del 95 %: 14,8; 87,1), que muestra que ademdas de proteger contra cepas
homotipicas (G1P[8], G3P[8] y G4P[8]), la vacuna RIX4414 protege contra GE por Rotavirus grave provocada por la
cepa de G2P[4] no- P[8] no-G1 heterotipica.

La eficacia especifica del tipo a través de los diferentes estudios se proporciona a continuacién (Tabla 22).

Tabla 22
Cepa Numero de casos de RV graves % de eficacia de vacuna * (VE)
(IC del 95 %)

N vacunas N Placebo

(N = 10646) (N =9435)
G1 17 52 83,7 (70,0; 91,2)
G2P[4] 5 13 67,2 (14,8; 87,1)
G3 2 8 82,7 (5,9; 96,8)
G9 15 34 79,5 (59,2; 89,7)
*VE ajustado para el efecto de estudio usando aproximacion de Mantel- Haenszel

Solamente 3 casos G4 se produjeron en los 3 ensayos, 1 en los receptores de vacuna y 2 en los receptores de
placebo.

12.3. Conclusién

Este analisis muestra que, ademas de proporcionar, un alto nivel de proteccion contra las cepas de Rotavirus G1
homdlogas (que tienen dos proteinas de capside externas (VP4 y VP7) y una proteina de capside interna (VP6)
antigénicamente similar a la vacuna), la vacuna RIX 4414 es también altamente protectora contra otras cepas que
tienen o bien un tipo G diferente (por ejemplo, G3, G9), un tipo P diferente (por ejemplo, P[4]), o tanto tipo G como
tipo P diferentes, como se ilustra por la eficacia contra G2P[4].

Ejemplo 13 — Analisis meta que muestra que dos dosis de la vacuna de Rotavirus atenuado humano RIX
4414 muestran proteccion heterotipica

A medida que mas datos se hicieron disponibles de Singapur y de un estudio europeo (Ejemplo 15), se llevé a cabo
un analisis meta adicional para incluir estos estudios ademas de los estudios mencionados en el Ejemplo 12.
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13.1. Procedimientos

Tres estudios de fase Il (Finlandia y Latinoamérica y Singapur) y dos de fase lll (Latinoamérica y Europa) se
incluyeron en el metaanalisis. Se administraron dos dosis orales de acuerdo con el programa de 0,1 a 2 meses a
nifilos sanos que tenian 6 -14 semanas de edad a la Dosis 1. En todos los estudios, se defini6 GE por RV grave
como una puntuacion 211 en la escala de Vesikari de 20 puntos. Se analizaron muestras de diarrea para determinar
la presencia de RV por ELISA y se determiné el tipo mediante el procedimiento basado en RT-PCR. La eficacia
contra cualquier GE por RV se evalud en los tres estudios de fase Il y el estudio de Europa de fase Il solamente
como en el estudio de Latinoamérica de fase lll, solamente se registraron GE por RV grave.

VE y su IC del 95 % se estimé como una tasa 1 de la GE por RV con relacion al placebo usando la relacion de tasas
de Poisson exacta estratificada por estudio (Proc StatXact4 for SAS Users, 1999, cytel software corporation, exact
Confidence Interval for common relative risk, p 298)

13.2. Resultados

En un total de 8.221 nifios vacunados con dos dosis de RIX4414 o placebo, se detectaron 4 episodios de cualquier
GE por RV de G2P[4] en el grupo de RIX4414 (N = 5.783) y 9 episodios en el placebo (N = 2.438), indicando una VE
de 81,0 % (IC del 95 %: 31,6; 95,8) contra GE por RV de cualquier gravedad debido a la cepa G2P[4].

En un total de 26.088 nifios sanos vacunados con dos dosis de RIX4414 o placebo, se detectaron 6 episodios de GE
por RV grave debido al tipo G2P[4] en el grupo RIX4414 (N = 14.792) y 15 episodios en el placebo (N = 11.296),
indicando una VE de 71,4 % (IC del 95 %:20,1; 91,1) contra GE por RV grave debido a la cepa G2P[4]. Los
resultados se resefian en la tabla 23.

Tabla 23 - NUmero de sujetos que presentan cualquier episodio o grave de GE por RV provocado por el tipo
de RV G2P[4] y el porcentaje de eficacia de vacuna durante el primer periodo de eficacia - (analisis meta),
cohorte para eficacia

Tabla 23
Grupos Cualquier GE por RV * (excluida GE por RV grave (puntuacion 211 en la
Latinoamérica) escala de Vesikari) (5 estudios)
N n % Eficacia de vacuna N n % Eficacia de vacuna
Cepade RV % VE IC del 95 % VE |IC del 95 %
%
G2P[4]
Vacunade |5783 4 0,07 81,0 31,6-95,8 14792 |6 0,04 |71,4 20,1-91,1
VRH
Placebo 2438 9 0,37 11296 |15 0,13

N = numero de sujetos incluido en cada grupo;

n/% = numero/porcentaje de sujetos que presentan al menos un episodio de GE de G2P[4] por RV especificado en
cada grupo;

% VE = eficacia de vacuna observada,
IC del 95 % = Intervalos de confianza al 95 %

* Dos de 13 G2 no eran del tipo P

13.3. Conclusion:

Este metaanalisis sobre la eficacia de vacuna contra el tipo de RV G2P[4] muestra una eficacia de vacuna de 81,0 %
(IC del 95 %: 31,6 %; 95,8 %) contra cualquier GE por RV debida al tipo G2P[4] y una eficacia de vacuna de 71,4 %
(IC del 95 %: 20,1 %; 91,1 %) contra GE por RV grave debida al tipo G2P[4].
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Ejemplo 14 - Eficacia de vacuna de Rotavirus atenuado humano Rotarix™ en un ensayo de fase Illl de
multiples paises

14.1. Procedimientos

20.169 nifios sanos de 11 paises de Latinoamérica recibieron dos dosis orales de vacuna de HRV (10.159) o
placebo (10.010) a aproximadamente 2 y 4 meses de edad. Se ensayaron muestras de deposiciones para
determinar Rotavirus (RV) por ELISA y se determiné el tipo por RT-PCR usando cebadores adecuados y sondas
especificas del tipo. La definicién de caso clinico para captura de episodios de gastroenteritis grave era un episodio
de diarrea (pase de tres 0 mas deposiciones acuosas 0 mas sueltas de lo normal en 24 horas) con o sin vomitos que
requirieron hospitalizacion durante toda la noche y/o terapia de rehidratacién equivalente al plan B de OMS (terapia
de rehidratacion oral) o plan C de la OMS (terapia de rehidratacion intravenosa) en una instalacion médica tal como
un hospital, clinica o centro de cuidado de salud rural supervisado (http://www.who.int/child-adolescent-
health/New_Publications/CHILDHEALTH/textrev4.htm). La gravedad de la enfermedad se clasificé usando la escala
de Vesikari de 20 puntos; la GE por RV grave se definié6 como una puntuacién >11. La puntuacién de Vesikari se
modificd: ya que la deshidratacion no se registré en el CRDe, se aplicé la siguiente regla: un sujeto que tenia un
episodio de GE grave se consideré que estaba deshidratado entre 1 y 5 % si este sujeto recibia rehidratacion oral.
Un sujeto se consideré que estaba deshidratado > 6 % si se hospitalizaba al sujeto y/o recibia rehidratacion
intravenosa (V).

14.2. Eficacia de la vacuna

Eficacia de la vacuna contra gastroenteritis por Rotavirus grave (Tabla 24)

La cohorte para eficacia constaba de 9.009 sujetos vacunados con vacuna de y 8.858 sujetos que recibian un
receptor de placebo. Habian 12 nifios con gastroenteritis por Rotavirus grave de acuerdo con la definicién clinica en
la vacuna y 77 en el grupo placebo (2,0 vs. 13,3 nifios con >1 episodio por 1.000 nifios-afos, respectivamente; p <
0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas), dando como resultado una eficacia de vacuna del 84,7 % contra
gastroenteritis por Rotavirus grave a partir de 15 dias después de la dosis 2 hasta un afio de edad (mostrado en la
tabla 24). Resultados similares se obtuvieron con la cohorte vacunada total (eficacia de vacuna de 81,1 %; IC del 95
%. 68,5 - 89,3; p < 0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas) desde la dosis 1 hasta un afio de edad. Se requiriod
hospitalizacién durante al menos una noche en 9 nifios en el grupo de la vacuna y 59 en el de placebo (1,5 vs. 10,2
hospitalizaciones 1.000 nifios-afos, respectivamente), para una eficacia de vacuna contra la hospitalizacion de
gastroenteritis por Rotavirus grave de 85 % (p < 0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas) (Tabla 24).

Tabla 24 - Eficacia de vacunas contra gastroenteritis grave por Rotavirus, gastroenteritis grave de tipos G de
Rotavirus especifica y gastroenteritis graves de todas las causas, durante el periodo desde dos semanas
después de la dosis 2 hasta un afio de edad

grupo de vacuna Grupo de placebo RR Eficacia de
vacuna (IC del
(N =9.009) (N =8.858) 95 %) y valores
p
n relaciéon n relaciéon
1000 nifios - 1000 nifios -
afo afo

Gastroenteritis por Rotavirus grave de acuerdo con la definicion de caso clinico*
Gastroenteritis por Rotavirus
Grave 12 2,0 77 13,3 0,153 84,7
(71,7;92,4)
<0,001
Hospitalizacién 9 1,5 59 10,2 0,150 85,0
(69,6; 93,5)
<0,001

Gastroenteritis por todas las causas
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grupo de vacuna Grupo de placebo RR Eficacia de
vacuna (IC del
(N =9.009) (N =8.858) 95 %) y valores
p
n relacion n relacion
1000 nifios - 1000 nifios -
afio afio
Grave 183 30,9 300 51,7 0,600 40,0
(27,7, 50,4)
<0,001
Hospitalizacion 145 24,5 246 42,4 0,580 42,0
(28,6; 53,1)
<0,001

Gastroenteritis especifica de tipo

G1P[8J# 3° 05 36b 6,2 0,082 91,8
(74,1; 98,4)
<0,001
G3P[8], G4P[8], 4° 0,66 31d 5,3 0,126 87,3 (64,1;96,7)
GIP[8] <0.001
G2P[4] 6 1,0 10e 1,7 0,590 41,0
(-79,2; 82,4)
0,328

Gastroenteritis grave por Rotavirus con una puntuacion > 11 en la escala de Vesikari

Grupo de vacuna (N= Grupo de placebo (N= RR Eficacia de la vacuna
9.009 8.858 (IC del 95 %) y valores
p
n Proporcién 1.000 lactantes-afio n Proporcién 1.000 lactantes-afio

Gastroenteritis especifica de tipo

G1P[8J# 3 0,5 32 5,5 0,092 90,8 (70,5:98,2)
<0,001
G3P[8], G4P[8], 4 0,66 30 5,2 0,130 86,9 (62,8;96,6)
GOP[8]
<0,001
G2P[4] 5 0,8 9 1,5 0,546 45,4
(-81,5:85,6)
0,298

Leyenda para la tabla 24:

Se contaron participantes con episodios con mas de un tipo aislado G en cada una de las categorias de tipo de
Rotavirus detectado.

n = numero de niflos que presentan al menos un episodio especificado
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RR = Riesgo Relativo = relacion de la tasa de incidencia de sujetos que presentan al menos un episodio en el
grupo de vacuna sobre la tasa de incidencia de sujetos que presentan al menos un episodio en el grupo de
placebo.

ClI = intervalo de confianza
La relacién 1000-nifios afio es el nUmero de nifios que presentan con >= 1 episodio especificado por nifio -afio

* Definicion de caso de acuerdo con el protocolo de estudio: un episodio de diarrea (pase de tres o mas
deposiciones acuosas 0 mas sueltas de lo normal en un dia) con o sin vémitos que requiriera hospitalizacion durante
toda la noche y/o terapia de rehidratacién equivalente al plan B de OMS (terapia de rehidratacion oral) o plan C de
OMS (terapia de rehidratacion intravenosa) en una instalacion médica tal como un hospital, clinica o centro de
cuidado de salud rural supervisado

# Todos los tipos G1 aislados eran de Rotavirus de tipo salvaje; G1P[8] y GOP[8] se aislaron de un nifio
@ El tipo G1P[8] solo se aisl6 de 2 nifios; G1P[8] y GIP[8] se aislaron de un nifio

® gl tipo G1P[8] solo se aisld de 34 nifios; G1P[8] y GIP[8] se aislaron de un nifio; los tipos G1, G2, G9 se
aislaron de un nifio

¢ el tipo G3P[8] solo se aislé de un nifio, el tipo G4P[8] solo de 1 nifio; y GOP[8] solo de un nifio; G1P[8] y GIP[8]
se aislaron de un nifio

4 el tipo G3P[8] solo se aislo de 8 nifios, el tipo G4P[8] solo de 2 nifios; y GIP[8] solo de 19 nifos; G1P[8] y
G9P[8] se aislaron de un nifio; y G1P[8] y G2P[4] y GOP[8] de 1 nifio;

¢ G2P[4] solo se aislé de 9 nifios y G1P[8], G2P[4] y G9P[8] se aislaron de un nifio;
los valores de p = Prueba exacta de Fisher de dos colas (nivel de significacion de a = 0,05)

Eficacia de la vacuna de acuerdo con la puntuacién de Vesikari

Once de 12 nifios con episodios de Rotavirus graves en el grupo de vacuna y 71 de 77 en el grupo de placebo
tenian una puntuacion de Vesikari 211, dando como resultado una eficacia de vacuna de 84,7 % (P < 0,001, Prueba
exacta de Fisher de dos colas). Para un incremento de la gravedad de la enfermedad con puntuaciones entre 11 y
20, la eficacia de la vacuna se incrementaba mas, alcanzando 100 % contra gastroenteritis por Rotavirus méas grave.
Un total de 16 episodios de gastroenteritis por Rotavirus grave con una puntuacion de Vesikari 211 se resefaron
entre la dosis 1 hasta la dosis 2, seis en el grupo de vacuna y 10 en el placebo.

Eficacia de la vacuna de acuerdo con la puntuacién de Vesikari por tipo de Rotavirus

La eficacia de vacuna especifica del tipo contra las cepas de tipo salvaje se muestra en la tabla 24. La eficacia de la
vacuna contra episodios de Rotavirus graves con una puntuacion de Vesikari 211 provocados por cepas de tipo
G1P[8], homologas a la cepa de vacuna, era 91,8 % (P < 0.001, Prueba exacta de Fisher de dos colas). La eficacia
de la vacuna contra las cepas que comparten el antigeno P[8] (G3P[8], G4P[8] y G9PI[8]) era 86,9 % (P < 0,001,
Prueba exacta de Fisher de dos colas). El tipo de Rotavirus G2P[4], que no comparte ni el antigeno G ni el P con la
cepa de vacuna se detecté en cinco episodios en el grupo de la vacuna y nueve en el de placebo, dando como
resultado una eficacia de 45 por ciento (P = 0,298, Prueba exacta de Fisher de dos colas). Debido al pequefio
numero de episodios de G2 observados en este estudio, se realizé un analisis meta de 5 estudios (Ejemplo 13) y la
tendencia observada en este estudio llegaba a tener un valor significativo cuando los resultados de los 5 estudios se
reunian (Ejemplo 13)

Eficacia de vacuna sobre la carga de enfermedad de diarrea

Nifios con gastroenteritis de cualquier causa que requiere hospitalizacion y/o rehidratacién de acuerdo con el plan
B/C de OMS tenian una tasa de incidencia de 30,9/1.000 nifios-afios en el grupo de la vacuna comparado con 51,7
en el placebo, para una reduccion global de 40 % (P < 0.001, Prueba exacta de Fisher de dos colas) en episodios de
diarrea grave de toda causa entre receptores de vacunas. Del mismo modo, la hospitalizacion por diarrea de
cualquier etiologia se reducia significativamente en un 42 % (P < 0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas)
(Tabla 24, todas GE de todas las causas)).

14.3. Resumen de resultados

La eficacia de vacuna contra gastroenteritis por Rotavirus grave (RV GE) y contra la hospitalizaciéon asociada a
Rotavirus era 85 % (P < 0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas), alcanzando 100 % en una poblacion que
tiene RV GE con una puntuacion de Vesikari >=19. La eficacia contra G1P[8] y cepas que comparten solamente el
epitopo P[8] con HRV era 92 % (IC del 95 % 74,98) y 87 % (IC del 95 % 64,97) respectivamente (P < 0.001, Prueba
exacta de Fisher de dos colas). Hospitalizacion por diarrea de toda causa se redujo en un 42 % (IC del 95 % 29,53;
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P<0,001, Prueba exacta de Fisher de dos colas).
Ejemplo 15 - Eficacia de vacuna de Rotavirus atenuado humano Rotarix™ en seis paises europeos
15.1. Procedimientos

3.994 nifios en seis paises europeos se distribuyeron al azar para recibir vacuna de HRV (Rotavirus humano)
RotarixTM 10%° CCIDso (véase la composicion) o placebo cuando se coadministra con vacunaciones para la infancia
de rutina. El primer periodo de seguimiento de la eficacia comenzaba desde dos semanas después< de la dosis 2 y
terminaba junio - julio de 2005. Un total de 3874 sujetos eran parte de la cohorte de eficacia del primer afio.

Composicién de vacuna: (Tabla 25)

Vacuna Formulacion
Vacuna de HRV de La cepa de RIX4414 derivada de la cepa
GSK Biologicals de vacuna de HRV 89-12

Dosis infecciosa de cultivo celular
mediana 10%° (CCIDsp)

Medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) 3,7 mg

Sacarosa 9 mg

Dextrano 18 mg

Sorbitol 13,5 mg

Aminoacidos 9 mg

Diluyente de GSK Carbonato de calcio 80 mg

Biologicals
Xantano 3,25 mg

Agua para inyeccion c.s. para 1,3 ml

15.2. Eficacia de la vacuna

La vacuna de HRV era altamente eficaz en la proteccién contra RV GE durante el primer periodo de eficacia. La
eficacia de la vacuna era 87,1 % (IC del 95 %: 79,6 %; 92,1 %) contra cualquier episodio de RV GE y 95,8 % (IC del
95 %: 89,6 %; 98,7 %) contra episodios de RV GE graves. Para un incremento de la gravedad de la enfermedad
(puntuaciones de Vesikari entre 11 y 20), la eficacia de la vacuna se incrementaba més, alcanzando un 100 % en
una poblacion que tiene RV GE con una puntuacion de Vesikari > 17 puntos. La eficacia de la vacuna contra la
hospitalizacién por RV GE era 100 % (IC del 95 %: 81,8 %; 100 %) y contra episodios RV GE que requerian
atencion médica era 91,8 % (IC del 95 %: 84,0 %; 96,3 %) (Tablas 26 y 27).
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Tabla 26 - Porcentaje de personas que presentan cualquier RV GE y RV GE grave, porcentaje de sujetos
hospitalizados debido a episodios RV GE, y eficacia de vacuna durante el primer periodo de eficacia -
cohorte para eficacia

Grupos Cualquier RV GE RV GE grave (puntuacién >11 en la escala
Vesikari)
Sujetos Eficacia de vacuna Sujetos Eficacia de vacuna
N n % valordeP | % VE ICdel 95 n % valorde P | % VE ICdel 95
% %

10°° 2572 24 0,9 <0,001 87,1  79,6-92,1 5 0,2 <0,001 95,8 89,6-98,7
CCIDso

Placebo | 1302 94 7.2 - - - 60 4,6 - - -
RV GE hospitalizado
Sujetos Eficacia de vacuna
N n % valorde P | % VE IC del 95
%

Estudio
10%° 2572 0 00 <0,001 100  81,8-100
CCIDso

Placebo | 1302 12 09 - - -

N = numero de sujetos incluido en cada grupo;

N% = nuamero/porcentaje de sujetos que presentan al menos un
episodio RV GE especificado en cada grupo

valor de P = Prueba exacta de Fisher de dos colas (nivel de
significaciéon de o = 0,05)

% VE = eficacia de vacuna observada

IC del 95 % = intervalos de confianza de 95 %

una puntuacién >11 sobre la escala de Vesikari de 20 puntos se
definié como grave

Tabla 27 - Porcentaje de sujetos que presentan episodios RV GE que requieren atencion médicay eficacia de
vacuna durante el primer periodo de eficacia - cohorte para eficacia

Grupos RV GE que requiere atencién médica
N n % Eficacia de vacuna Valor de P

% VE IC del 95 %

10°° CCIDso 2572 10 [0,4 91,8 84,0-96,3 <0,001
Placebo 1302 62 4.8 - - -

N = nimero de sujetos incluido en cada grupo;

N/% = numero/porcentaje de sujetos que presentan al menos un episodio RV GE que requiere atenciéon médica
en cada grupo;

valor de P = Prueba exacta de Fisher de dos colas (nivel de significacion de o = 0,05)

% VE = eficacia de vacuna observada, IC del 95 % = intervalos de confianza de 95 %

La vacuna de HRV era altamente protectora contra cualquier RV GE y RV GE grave provocado por las cepas
G1P[8], G3P[8], G4P[8] y GOP[8] (Tabla 28).

La proteccion contra el tipo G2P[4] de RV que no comparte ninguno de los antigenos de capside exterior de la
vacuna de HRYV era inferior en este estudio, sin embargo los resultados de un analisis meta teniendo en cuenta los
estudios de eficacia de fase Il y lll mostraron una eficacia protectora significativa contra cualquier GE y GE grave
debida a G2P[4] (véase el Ejemplo 13).
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15.3. Sumario de resultados

Dos dosis orales de la vacuna de HRV RotarixTM, coadministrada con vacunaciones para infancia, eran altamente
eficaces durante el primer periodo de eficacia comparado con el placebo en la proteccidon de nifios contra cualquier
RV GE provocado por los tipos de RV de tipo salvaje G1P[8] y por no- G1P[8] de RV, la eficacia de vacuna era 95,6
% (IC del 95 %: 87,9 %; 98,8 %) y 79,3 % (IC del 95 %: 64,6 %; 88,4 %) respectivamente. La eficacia contra RV GE
grave provocada por los tipos de RV de tipo salvaje G1P[8] y por no- G1P[8] de RV es 96,4 % (IC del 95 %: 85,7 %;
99,6 %)y 95,4 % (IC del 95 %: 85,3 %; 99,1 %) respectivamente.

Estos resultados son muy de apoyo hacia la conclusion de que la vacuna de HRV proporciona una amplia cobertura
contra las cepas de RV circulantes (véase la tabla 28: G1P[8], G2 P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8]). Se realizd
especificamente un analisis meta sobre la eficacia de la vacuna contra G2 P[4], por favor referirse al Ejemplo 13.

Conclusiones generales

La vacuna de Rotavirus RIX4414 probaba que era altamente protectora contra episodios de gastroenteritis por
Rotavirus medido mediante una definicién clinica para centrar la captura del caso en hospitalizacién y rehidratacion,
asi como mediante la escala validada de Vesikari que incluye resultados de morbilidad cuantificables relacionados
con diarrea, vomitos, fiebre, deshidrataciéon y hospitalizacién. Dos dosis orales de vacuna de HRV eran altamente
eficaces en la proteccion de nifios contra cualquier RVGE y RVGE grave y hospitalizacion debida a multiples cepas
de Rotavirus circulantes.

Se demostrd un alto nivel de proteccion contra Rotavirus G1P[8] homdlogos, que tienen dos proteinas de capside
externas (VP4 y VP7) y una proteina de capside interna (VP6) antigénicamente similar a la vacuna de HRV. También
protege contra cepas que comparten solamente el genotipo P[8] (antigeno VP4) y el antigeno VP6. La proteccion
contra cepas de Rotavirus que no comparten ninguno de los antigenos de la capside externos de la vacuna de HRV
también se demostré en un anadlisis meta que incluye los resultados de tres estudios de fase Il de Finlandia,
Singapur y Latinoamérica (todos usando metodologia y criterios de eficacia idénticos) y 2 estudios de fase Ill de
Latinoamérica y Europa, y que se resefian en el Ejemplo 13, la eficacia de vacuna contra el tipo G2P[4] de cualquier
gravedad era 81 % (IC del 95 %. 31,6 - 95,8) y eficacia de vacuna contra GE grave debida al tipo G2P[4] era 71,4 %
(IC del 95 % 20,1 - 91,1) indicando que la vacuna también protege contra cepas que no comparten proteinas
idénticas de G o P con la cepa de la vacuna.
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<110> GlaxoSmithKline Biologicals s.a.

<120> Vacuna

<130> VB61582

<160> 42

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210> 1
<211> 2350
<212> ADN

<213> Rotavirus xxx

<400> 1

atggcttcac
gaaatagagc
gcacagacta
gtagaaccaa
tggatactta
ttttggactg
atatttggtg
gaaatgttta
accagacttg
ccgagagcta
cattcagaat
aatggtctgc
tcgatacagt
tggaaagaaa
gtaaagatgg
caatataatt
ggagtgaaca
tatgaagtta
tttagaaata
ggtggaagtt
gtttcgttgce
aattcactac
acacgtacag
tacgaaatat
actccaatta
cgagaagaat
ctgttgcctc
aaatcaatgg
tcagaaatga
agatcgaatt
actaattcat
aaagaaatga
aaaacaaaaa
gaagcatctg
atggaaatta
ccattcgatg
atcgatttta

ttaaatttaa
attataagga
ggatgtgacc

<210> 2
<211> 2359

tcatttatag
aaattggatc
gatatgctcc
ttttcagatgg
ttaattcaaa
cagtcgttgc
aaagcaagca
gaagcagtag
taggaatatt
ctactgacag
tttacattat
caccaattca
ataagagagc
tgcagtataa
gaggactagg
acttacgtga
attttagcta
ttaaagagaa
tggtatatgt
attatttcag
attttgcecgg
gatttagatt
tgaatttgta
caggaaggtt
tgaattcagt
ttaactcatt
tagatatgtt
cgactagtgt
ctaattcatt
tatctgcgat
tgaacgatat
ttactcaaac
tagatatgtc
agaaatttat
atactgaagg
taaataaatt
agacattgaa

ttaaatcgaa
atagaattga

acaacttctc
agaaaaaact
agtcaattgg
tecttatecag
tacaaatgga
tattgaaccqg
atttaatgtg
tcaaaatgaa
taaatatggt
ttcaagtact
tccaaggtce
aaatactaga
acaagttaat
tagggatatt
ttataaatgg
cggtgaacaa
taatggaggg
ttcttatgta
tagatcatta
tataccagta
agttacatta
tagtttgaca
tggattacca
ttcactcatt
gacggtaaga
gtcacaagaa
ttccatgttt
aatgaagaaa
gtcagatgct
ttcaaattgg
ttcaacacaa
tgaaggaatg
tactcaaatt
tccaaaacga
aaaattcctt
cgctgaacta
aaatttaaat

tccaaatatg
acagttaata

actaattcat
cagaatgtaa
gatcatggag
ccaactacat
gtagtatatg
cacgtcaace
agtaacgatt
ttttataata
ggaagagtat
gcaaatttaa
caggaatcta
aatgtagttc
gaagacatta
ataattagat
tctgaaatat
gtaaccgcac
tttctaccca
tatgtagact
gcagctaatt
ggtgcatggc
tccacgcaat
gttgatgaac
gccgctaatc
tctttagtte
caagatttag
atagctatgg
tcaggaatta
tttagaaaat
gcttcatcag
actaatgttt
acatctacaa
agctttgacg
ggaaaaaata
tcatatcgaa
gcatacaaaa
gtaacagatt
gataattatg

ttacgtaatt
ctacaatgta
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attcagtaga
ctataaatcc
agataaatga
ttactccacce

-aaagtacaaa

cagtagatag
caaataaatg
gacgtacatt
ggacatttca
ataatatatc
aatgtaatga
cattgccatt
tagtttcaaa
ttaaatttgg
catataaggc
acaccacttg
ctgattttgg
attgggatga
taaattcagt
cagtaatgaa
ttactgattt
cacctttcte
caaataatgg
caactaatga
agcgccaact
cacaattgat
aaagtacaat
caaaattagc
catcaagaaa
caaatgatgt
ttagtaagaa
acatttcage
ctttacctga
tattaaagga
ttaatacatt
ctccagttat
gaatcactcg

tcattaatca
aattgtgaga

tttacatgat
gggtccattt
ttcgactaca
taatgattat
taatagtgac
acaatatatg
gaagttttta
aacttctgat
tggtgaaaca
aattacaattc
atatattaat
atcatctaga
aacttcatta
taatagtatt
agcaaattat
ttcagtaaat
tatttcaagg
ttcaaaagca
gaaatgtaca
tggtggcgct
tgtatcatta
aatactgaga
aaatgaatac
tgattatcag
tactgattta
tgatttagca
tgatttaact
tacatcaatt
cgtttctatt
gtcaaacgta
acttagatta
agctgtacta
tatagttaca
tgatgaagta
tgatgaagtg
atcagcgata
tacagaagcg

aaataatcca
acgctattga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
2340
2350



<212> ADN

<213> Rotavirus

<400> 2

ggctataaaa
ttacatgatg
ggtccatttg
tcgactacag
aatgattatt
aatagtgact
caatatatga
aagtttttag
acttctgata
ggtgaaacac
attacaattce
tatattaata
tcatctagat
acttcattat
aatagtattg
gcaaattatc
tcagtaaatg
atttcaaggt
tcaaaagcat
aaatgtacag
ggtggcgetg
gtatcattaa
atactgagaa
aatgaatact
gattatcaga
actgatttac
gatttagcac
gatttaacta
acatcaattt
gtttctatta
tcaaacgtaa
cttagattaa
gctgtactaa
atagttacag
gatgaagtaa
gatgaagtgc
tcagcgataa
acagaagcgt
aataatccaa
cgctattgag

<210>3
<211> 1009
<212> ADN

tggcttcgcet
aaatagagca
cacagactag
tagaaccaat
ggatacttat
tttggactgce
tatttggtga
aaatgtttag
ccagacttgt
cgagagctac
attcagaatt
atggtctgcec
cgatacagta
ggaaagaaat
taaagatggg
aatataatta
gagtgaacaa
atgaagttat
ttagaaatat
gtggaagtta
tttcgttgca
attcactacg
cacgtacagt
acgaaatatc
ctccaattat
gagaagaatt
tgttgcctct
aatcaatggc
cagaaatgac
gatcgaattt
ctaattcatt
aagaaatgat
aaacaaaaat
aagcatctga
tggaaattaa
cattcgatgt
tcgattttaa
taaatttaat
ttataaggaa
gatgtgacc

<213> Rotavirus

<400> 3
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catttataga
aattggatca
atatgctcca
tttagatggt
taattcaaat
agtcgttget
aagcaagcaa
aagcagtagt
aggaatattt
tactgacagt
ttacattatt
accaattcaa
taagagagca
gcagtataat
aggactaggt
cttacgtgac
ttttagctat
taaagagaat
ggtatatgtt
ttatttcagt
ttttgcegga
atttagattt
gaatttgtat
aggaaggttt
gaattcagtg
taactcattg
agatatgttt
gactagtgta
taattcattg
atctgcgatt
gaacgatatt
tactcaaact
agatatgtct
gaaatttatt
tactgaagga
aaataaattc
gacattgaaa
taaatcgaat
tagaattgaa

caacttctca
gaaaaaactc
gtcaattggg
ccttatcagc
acaaatggag
attgaaccgc
tttaatgtga
caaaatgaat
aaatatggtg
tcaagtactg
ccaaggtcce
aatactagaa
caagttaatg
agggatatta
tataaatggt
ggtgaacaag
aatggagggt
tcttatgtat
agatcattag
ataccagtag
gttacattat
agtttgacag
ggattaccag
tcactcattt
acggtaagac
tcacaagaaa
tccatgtttt
atgaagaaat
tcagatgctg
tcaaattgga
tcaacacaaa
gaaggaatga
actcaaattg
ccaaaacgat
aaattctctg
gctgaactag
aatttaaatg
Ccaaatatgt
cagttaatac
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ctaattcata
agaatgtaac
atcatggaga
caactacatt
tagtatatga
acgtcaacce
gtaacgattce
tttataatag
gaagagtatg
caaatttaaa
aggaatctaa
atgtagttcc
aagacattat
taattagatt
ctgaaatatc
taaccgcaca
ttctacccac
atgtagacta
cagctaatte
gtgcatggcc
ccacgcaatt
ttgatgaacc
cecgctaatcce
ctttagttcc
aagatttaga
tagctatgge
caggaattaa
ttagaaaatc
cttcatcagc
ctaatgttte
catctacaat
gctttgacga
gaaaaaatac
catatcgaat
catacaaaat
taacagattc
ataattatgg
tacgtaattt
tacaatgtaa

ttcagtagat
tataaatccg
gataaatgat
tactcecacct
aagtacaaat
agtagataga
aaataaatgg
acgtacatta
gacatttcat
taatatatca
atgtaatgaa
attgccatta
agtttcaaaa
taaatttggt
atataaggca
caccacttgt
tgatttctggt
ttgggatgat
aaattcagtg
agtaatgaat
tactgatttt
acctttctca
aaataatgga
aactaatgat
gcgccaactt
acaattgatt
aagtacaatt
aaaattagct
atcaagaaac
aaatgatgtg
tagtaagaaa
catttcagca
tttacctgat
attaaaggat
taatacartctt
tccagttata
aatcactcgt
cattaatcaa
attgtgagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2359
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atgtatggtc
tatatattaa
tatgtagcat
ggatcaatgg
ttatgtttgt
tcattgtcac
tattcaagta
ctaatgaaat
aatgaatggt
tcaaataagt
caaatgttag
aatgagaaat
actacgacat
atacaagttg
actgagagaa
gattatatta
gctttttatt

<210> 4
<211> 1046
<212> ADN

<213> Rotavirus

<400> 4

ggctttaaaa
gaatatacca
tcagtaactc
tttgccttga
actgtatacg
tatccaactg
atgtttctca
gttgattttt
gatcaaaatc
tgtaatccaa
atatcaatgg
ataggttgtc
gctatagtgg
actattcgaa
ggctctaatg
atgagagtga
caaatcgtge
agagtataga

<210>5
<211> 775
<212> PRT

ttgaatatac
aatcagtaac
tatttgcctt
acactgtata
attatccaac
aaatgtttct
ttgttgattt
atgatcaaaa
tatgtaatcc
ggatatcaat
gaataggttg
tagctatagt
gtactattcg
gtggctctaa
tgatgagagt
accaaatcgt
atagagtata

gagagaattt
caattctaat
gaataatgga
caagagctca
ctaactctac
aagcaagtac
caaaaggttg
ctgtcgatcce
ttgaattaga
tggatataac
gatcatcatg
aaacaacaaa
atgtecgttga
attgtaagaa
tattagacat
attggaaaaa
aggtaatgtc
tatatcttag

<213> Rotavirus

<400> 5

Met Ala Ser Leu Ile Tyr Arg Gln

1

Asp Leu His

val Thr Ile
35
Asn Trp Asp

50

5

20

His Gly Glu

ES 2 534 637 T3

cacaattcta
tcgaataatg
gacaagagct
cgctaactct
tgaagcaagt
cacaaaaggt
ttctgtcgat
tcttgaatta
aatggatata
gggatcatca
tcaaacaaca
ggatgtcgtt
aaattgtaag
tgtattagac
gaattggaaa

gcaggtaatg
gatatatctt

ccgtctggcet
ctttctgata
ctacattata
gaattatggg
tcaagaagga
tcaaattaat
gccaacagga
acaattatat
tatgtcagag
attatattat
tactgtgaaa
tgtagactcg
tgggataaat
gttaggtcca
aacagcagat
atggtggcaa
caaaagatca
attaga

Asp Glu Ile Glu Gln

Asn Pro Gly Pro Phe

40

55

Ile Asn

atctttctga
gactacatta
cagaattatg
actcaagaag
actcaaatta
tggccaacag
ccacaattat
gatatgtcag
acattatatt
tgtactgtga
aatgtagact
gatgggataa
aagttaggtc
ataacagcag
aaatggtggc
tccaaaagat
agattagatc

aacggttagc
tcaattattc
tatagatctt
cttaacttac
atatttctaa
gatggtgaat
tcagtctatt
tgtgattata
ttagctgatt
tatcaacaat
gtgtgtccac
tttgaaatgg
cataaaataa
agagagaatg
ccaacgacta
gtattttata
agatcattaa

Leu
10
Gly

Leu

Ile
25
Ala Gln

Asp Ser

48

Thr

Ser

Thr

Thr

tatcaattat
tatatagatc
ggcttaactt
gaatatttct
atgatggtga
gatcagtcta
attgtgatta
agttagctga
attatcaaca
aagtgtgtcce
cgtttgaaat
atcataaaat
caagagagaa
atccaacgac
aagtatttta
caagatcatt
gatgtgacc

tccttttaat
tactcaacta
tgttgattta
caataacagg
catccacatt
ggaaagactc
ttaaagagta
acttagtact
taatattgaa
cgggagaatc
tgaatacgca
ttgctgagaa
atttgacaac
tagctgtaat
atccacaaac
ctatagtaga
attctgcage

Asn Ser
Glu Lys

Arg Tyr

45
Thr val
60

tctactcaac
tttgttgatt
accaataaca
aacatccaca
atggaaagac
ttttaaagag
taacttagta
tttaatattg
atcgggagaa
actgaatacg
ggttgctgag
aaatttgaca
tgtagctgta
taatccacaa
tactatagta
aaattctgca

gtatggtatt
tatattaaaa
tgtagcatta
atcaatggac
atgtttgtat
attgtcacaa
ttcaagtatt
aatgaaatat
tgaatggtta
aaataagtgg
aatgttagga
tgagaaatta
tacgacatgt
acaagttggt
tgagagaatg
ttatattaac
tttttattat

Ser
15
Gln

Tyr

Thr
30
Ala Pro

Glu Pro

60
120
180
240
300
360
420
480
5S40
600
660
720
780
840
900
960
1009

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1046

val

Asn

val

Ile



Leu
65

Trp
Asn
Asn
Asn
Ser
145
Thr
His
Leu
Arg
Pro
225
Ser
Lys
Arg
Lys
Leu
305
Gly
Gly
Asp

Ser

Tyr
385
Val
Phe
Glu
Leu
Gly
465
Thr

Leu

Met

Asp
Ile
Asn
Pro
Val
130
Ser
Arg
Gly
Asn
Ser
210
Ile
Ile
Thr
Phe
Trp
290
Arg
val
Ile
Tyx
Leu
370
Phe
Ser
vVal
Pro
Pro
450
Arg
Pro

Thr

Ala

Gly
Leu
Ser
val
115
Ser
Ser.
Leu
Glu
Asn
195
Gln
Gln
Gln
Ser
Lys
275
Ser
Asp
Asn
Ser
Trp
355
Ala
Ser
Leu
Ser
Pro
415
Ala
Phe
Ile

Asp

Gln

Pro
Ile
Asp
100
Asp
Asn
Gln
vVal
Thr
180
Ile
Glu
Asn
Tyr
Leu
260
Fhe
Glu
Gly
Asn
Arg
340
Asp
Ala
Ile
His
Leu
420
Phe
Ala
éer
Met
Leu

500
Leu

Tyr
Asn
85

Phe
Arg
Asp
Asn
Gly
165
Pro
Ser
Ser
Thr
Lys
245
Trp
Gly
Ile
Glu
Phe
325
Tyr
Asp
Asn
Pro
Phe
405
Asn
Ser
Asn
Leu
Asn
485
Arg

ile

Gln
70

Ser
Trp
Gln
Ser
Glu
150
Ile
Arg
Ile
Lys
Arg
230
Arg
Lys
Asn
Ser
Gln
310
Ser
Glu
Ser
Leu
vVal
390
Ala
Ser
Ile
Pro
Ile
470
Ser

Glu

Asp

Pro
Asn
Thr
Tyr
Asn
135
Phe
Phe
Ala
Thr
Cys
215
Asn
Ala
Glu
Ser
Tyx
295
val
Tyr
val
Lys
Asn
37S
Gly
Gly
Leu
Leu
Asn
455
Ser
Val

Glu

Leu

ES 2 534 637 T3

Thr
Thr
Ala
Met
120
Lys
Tyr
Lys
Thr
Ile
200
Asn
val
Gln
Met
Ile
280
Lys
Thr
Asn
Ile
Ala
360
Ser
Ala
val
Arg
Arg
440
Asn
Leu
Thr

Phe

Ala

Thr
Asn
val

105
Ile

Trp
Asn
Tyr
Thr
185
His
Glu
Val
Val
Gln
265
val
Ala
Ala
Gly
Lys
345
Phe
Val
Trp
Thr
Phe
425
Thr
Gly
vVal
Val
Asn

S05
Leu

Phe
Gly
90

Val
Phe
Lys
Arg
Gly
170
Asp
Ser
Tyr
Pro
Asn
250
Tyx
Lys
Ala
His
Gly
330
Glu
Arg
Lys
Pro
Leu
410
Arg
Arg
Asn
Pro
Arg

490
Ser

49

Thr
75

Val
Ala
Gly
Phe
Arg
155
Gly
Ser
Glu
Ile
Leu
235
Glu
Asn
Met
Asn
Thr
31is
Phe
Asn
Asn
Cys
Val
395
Ser
Phe
Thr
Glu
Thr
475
Gln

Leu

Pro

Pro
Val
Ile
Glu
Leu
140
Thr
Arg
Ser
Phe
Asn
220
Pro
Asp
Arg
Gly
TYY
300
Thr
Leu
Ser
Met
Thr
380
Met
Thr
Ser
val
TYyx
460
Asn
Asp

Ser

Leu

Pro
Tyr
Glu
Ser
125
Glu
Leu
val
Ser
Tyr
205
Asn
Leu
Ile
Asp
Gly
285
Gln
Cys
Pro
Tyr
vVal
365
Gly
Asn
Gln

Leu

Asn
445

Tyr
Asp
Leu
Gln

Asp

Asn
Glu
Pro
110
Lys
MetC
Thr
Txp
Thr
190
Ile
Gly
Ser
Ile
Ile
270
Leu
Tyr
Ser
Thr
Val
350
Tyr
Gly
Gly
Phe
Thr
430
Leu
Glu
Asp
Glu
Glu

510
Met

Asp
Ser
95

His
Gln
Phe
Ser
Thr
175
Ala
Ile
Leu
Ser
Val
255
Ile
Gly
Asn
Val
Asp
338
Tyr
Val
Ser
Gly
Thr

415
Val

Tyr
Ile
Tyr
Arg
4395
Ile

Phe

Tyx
80
Thr
val.
Phe
Arg
Asp
160
Phe
Asn
Pro
Pro
Arg
240
Ser
Ile
TYyxr
Tyr
Asn
320
Phe
VvVal
Arg
Tyr
Ala
400
Asp
Asp
Gly
Ser
Gln
480
Gln
Ala

Ser



Met Phe
530

Thr Ser

545

Ser Glu

Asn Val
val Ser

Thr Gln
610

Thr Gln

625

Lys Thr

Asp Ile
Arg Ile

Phe Phe
690

Asn Lys

705

Ile Asp

Arg Thr
Asn Phe

Leu Ile
770

<210>6
<211> 326
<212> PRT

515
Ser

Val
Met
Ser
Asn
595
Thr
Thr
Lys
val
Leu
675
Ala
Phe
Phe
Glu
Ile

755
Leu

<213> Rotavirus

<400> 6

Met Tyr
1
Ile Leu

Ile Ile

Arg Ala
50

Thr Val

65

Leu Cys

Glu Trp

Thr Gly

Gly
Leu

Tyr
35
Gln

Tyr
Leu
Lys

Ser

Gly
Met
Thr
Ile
S80
Asp
Ser
Glu
Ile
Thr
€60
Lys
Tyr
Ala
Lys
Ala
740

Asn

Gln

Ile
Asn
20

Arg
Asn
Ala
TYr
Asp

100
val

Ile
Lys
Asn
565
Arg
val
Thr
Gly
Asp
645
Glu
Asp
Lys
Glu
Thr
725
Leu

Gln

Cys

Glu
Tyr
Ser
Tyr
Asn
Tyr
85

Ser

Tyr

Lys
Lys
550
Ser
Ser
Ser
Ile
Met
630
Met
Ala
Asp
Ile
Leu
710
Leu
Asn

Asn

Lys

Tyr
Ile
Leu
Gly
Ser
70

Pro

Leu

Phe

Ser
535
Phe
Leu
Asn
Asn
Ser
615
Ser
Ser
Ser
Glu
Asn
695
val
Lys
Leu

Asn

Leu
775

Thr
Leu
Leu
Leu
S5

Thr
Thr

Ser

Lys

ES 2 534 637 T3

520
Thr

Arg
Ser
Leu
Val
600
Lys
Phe
Thx
Glu
val
680
Thr
Thr
Asn
Ile

Pro
760

Thr
Lys
Ile
40

Asn
Gln
Glu

Gln

Glu

Ile
Lys
Asp
Ser
585
Thr
Lys
Asp
Gln
Lys
665
Met
Phe
Asp
Leu
Lys

745
Ile

Ile
Ser
25

Tyr
Leu
Glu
Ala
Met

105
Tyr

Asp

Ser

Ala
570
Ala
Asn
Leu
AsSp
Ile
650
Phe
Glu
Asp
Ser
Asn
730

Ser

Ile

Leu
10

vVal
val
Pro
Gly
Ser
S0

Phe

Ser

50

Leu
Lys
555
Ala
Ile
Ser
Arg
Ile
635
Gly
Ile
Ile
Glu
Pro
715
Asp

Asn

Arg

Ile
Thr
Ala
Ile
Ile
75

Thr

Leu

Ser

Thr
540
Leu
Ser
Ser
Leu
Leu
620
Ser
Lys
Pro
Asn
val
700
val
Asn

Pro

Asn

Phe
Arg
Leu
Thr
60

Phe
Gln

Thr

Ile

525
Lys

Ala
Ser
Asn
Asn
605
Lys
Ala
Asn
Lys
Thr
685
Pro
Ile
Tyr
Asn

Arg
765

Leu
Ile
Phe
45

Gly
Leu
Ile
Lys

val

Ser
Thr
Ala
Trp
580
Asp
Glu
Ala

Thr

Arg
670
Glu
Phe
Ser
Gly
Met

750
Ile

Ile
Met
30

Ala
Ser
Thr
Asn
Gly

110
Asp

Met
Ser
Ser
575
Thr
Ile
Met
val
Leu
655
Ser
Gly
Asp
Ala
Ile
735

Leu

Glu

Ser
15

Asp
Leu
Met

Ser

Asp
95
Trp

Phe

Ala
Ile
560
Arg
Asn
Ser
Ile
Leu
640
Pro
Tyr
Lys
vVal
Ile
720
Thr
Arg

Gln

Ile
TYyTr
Thr
Asp
Thr
80

Gly

Pro

Ser



Val

Asp
145
Asn
Gln
Val
Thr
Ala
225
Thr
Asn
Ala
Trp
Gln

305
Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met
Met

Phe

Ala

Tyr
65

Lys
Gln
Ile
Arg

Ser
145
Ser

Asp
130
Gln
Glu
Ser
Lys
Thr
210
Ile
Thr
Val
Asp
Lys
290
Ile

Phe

7
175
PRT

115
Pro

Asn
Trp
Gly
Val
195
Asn
vVal
Thr
Ala
Pro
275
Lys

Val

TYyr

Rotavirus

7
Asp
Asn
Ser
Ser
50
Lys
Leu
Gln
Asp
Ile
130
Lys

Gly

Lys
Asp
Tyr

3s
Ile

val
Ala
Met
Lys
115
His
Glu

Lys

Gln
Leu
Leu
Glu
180
Cys
Val
Asp
Cys
val

260
Thr

Trp
Gln

Tyr

Leu
Thr
20

Ile
Pro
Ile
Gly
Asp
100
Leu
Asp

Phe

Asn

165

Leu
Glu
Cys
165
Ser
Pro
Asp
Val
Thr
245
Ile
Thr
Trp
val

Arg
325

Ala
Leu

Ala

Thr
Lys
Tyr
85

Arg
Thr
Asn

Asn

Pro

Tyr
Leu
150
Asn
Asn
Leu
Ser
val
230
Ile
Gln
Asn
Gln
Met

310
val

Asp
His

Ser

Met
Tyr
70

Lys
Ile
Thr
Leu
Gln

150
Tyr

Cys
135
Asp
Pro
Lys
Asn
Phe
215
Asp
Arg
val
Pro
val

295
Ser

Leu
Ser
Val
Lys
55

Cys
Glu
val
Arg
Ile
135
Lys

Glu

ES 2 534 637 T3

120
Asp

Met
Met
Trp
Thr
200
Glu
Gly
Asn
Gly
Gln
280

Phe

Lys

Asn
Ile
Leu

40
Ile

Ile
Gln
Lys
Glu
120
Thr

Asn

Pro

Tyr
Ser
Asp
Ile
185
Gln
Met
Ile
Cys
Gly
265
Thr

TYyr

Arg

Tyr
Ile
25

Thr
Ala
Val
vVal
Glu
105
Ile
Arg

Ile

Ser

170

Asn
Glu
Ile
170
Ser
Met
vVal
Asn
Lys
250
Ser
Glu

Thr

Ser

Thr
10
Gln

val

Leu
Thr
Thr
90

Met
Glu
Pro
Lys

Glu

51

Leu
Leu
155
Thr
Met
Leu
Ala
His
23S
Lys
Asn
Arg
Ile

Arg
315

Leu
Asp

Leu

Lys
Ile
75

Thr
Arg
Gln
Val
Thr

155
Val

val
140
Ala
Leu
Gly
Gly
Glu
220
Lys
Leu
Val
Met
val

300
Ser

Ser
Pro
Phe
Thr
60

Ile
Lys
Arg
val
Asp
140

Leu

Thr

125
Leu

Asp

Tyr

Ser
Ile
205
Asn
Ile
Gly
Leu
Met
285
Asp

Leu

Val
Gly
Ile

45
Ser

Asn
Asp
Gln
Glu
125
Val

Asp

Ala

Met
Leu
Tyr
Ser
120
Gly
Glu
Asn
Pro
Asp
270
Arg
Tyr

Asn

Ile
Met
30

Leu
Lys
Thr
Glu
Leu
110
Leu
Ile

Glu

Ser

175

Lys
Ile
Tyr
175
Cys
Cys
Lys
Leu
Arg
255
Ile
Val

Ile

Ser

Thr
15
Ala

His

Cys
Leu
Ile
95

Asp
Leu
Asp
Trp

Met

Tyr
Leu
160
Gln
Thr
Gln
Leu
Thr
240
Glu
Thr
Asn

Asn

Ala
320

Leu

Tyr

Lys

Ser
Leu
80

Glu
Met
Lys
Met

Glu
160
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<210> 8

<211> 750
<212> ADN
<213> Rotavirus
<400> 8

ggcttttaaa
tcaactacac
atcctggaat
ataaagcttce
tgattaaata
agcaggttac
gacgtcagcect
ttaaacgtat
aattcaatca
aaccgtcaga
gcggcggaac
caatcatatc
gttaatggaa

<210>9

<211> 397
<212> PRT
<213> Rotavirus

<400> 9
Met Glu
1

Lys Ile

Gln Phe

35

Gly Gly

S0

Leu Leu

65

Ala Arg

Met Asp

Ser Glu

val
val
Asn
Ile
Gly
Thr
Glu

Ala

agttctgttc
attgagtgta
ggcgtatttt
aattccaacc
ttgtatagtc
tacaaaagac
ggatatgatt
acatgacaac
gaaaaacatc
agtgactgca
tcttcaccgce
gcgtgtggcet
ggaatggtct

Leu Tyr
Glu
20

Gln

Gly
Met
Asn

Gly

Thr Thr

Ser

Thr

Ile

Leu

Leu

ES 2 534 637 T3

cgagagagceg
atcactttaa
tcatatattg
atgaaaatag
acgatcatta
gaaattgagc
gataaattaa
ctgataacta
aaaacgctag
tccatgtgag
aagccccatt
cagccttaat
tagtgtgacc

Leu Ser

Leu Tyr
Thr
40

val

val

Pro
55

Leu Asn

70

Ile
85
Ala

Thr

Met
100

Leu Arg

115

Phe Asp
130
Arg Gln
145

Ser Ala

Met Gly

Phe Asp

Asn
Arg
Ser
Thr

Tyr

Ser Ser

Thr Gly

Glu
Arg
Lys
Glu

Phe

Tyr Phe

Glu Ser
Ala
120
Ile

Leu

Tyr
135

Val Phe

150

Phe Thr

165
Met Trp
180

Ser Cys

195

Glu His

210

Ile

Vval Gln

Leu

Leu

Ala

Leu

Asn Arg

Asn Ala

Ile Asn
200
Arg Arg
215

cgtgcggaaa
tgaatgacac
catctgttct
cattgaaaac
atactctttt
aacagatgga
ctactcgtga
gaccagttga
atgaatggga
aggttgagtt
agacctgatg
ccegtttaac

Thr
10
Asn

Lys Leu

Ser val
25
Met

Asn Gly

Arg Asn Trp
Ala
75

Phe

Leu
Ile

Gln
105
Gly

Asn
Lys

Glu Asn

Trp
Pro
155
Pro

His Lys
Gln
170
Ser

Ser
Gly Glu
185
Ala

Pro Ala

Ala Leu Thr

52

gatggataag
attgcattct
aacagtttta
atcaaaatgt
aaaattggct
cagaattgtt
aattgaacag
cgtcatagat
gagtggaaaa
accgtcgtct
attgactgag
caatccagcg

Lys Asp

Ser Asp

Asn Asp

Thr
60
Asn

Phe
Tyr
Ile Asp

Gly Vval

Ala
Leu
30

Phe
Asp
Val

Asn

Ser

cttgccgacc
ataattcaag
ttcatattac
tcatataaag
ggatataaag
aaagagatga
gttgaattgc
atgtcgaagg
aatccatatg
gtcttcggaa
aagccacagt
agtgttggac

Arg
15
Ile

Asp
Gln

Gln Thr

Phe Gly

Glu Asn
80

Cys

Gln

Val
95
Pro

110

Phe Lys
125
Asn Leu
140
Asn Ile

Met His

Ile Gln

Arg
Gln
Phe
Asp

Val

I1le Asn

Asn Arg

Pro Tyr
160
Asn Leu
175

Ala Gly

190

Ile
205
Ala

Asn

Thr
220

Gln

Thr

Gln Phe

Ile Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
750
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Leu Leu
225
Ala Asp

Asn Asn

Tyr Gln

Pro
Gly
Val

Ala

Asp Ala

Glu

ES 2 534 637 T3

Arg Phe

230

Ala Thr
245
Glu val
260

Arg Phe

275

Leu
290
Ala

Arg

Asn
305
Gly Leu

Asp Ala

Tyr Ala

Glu Leu
370
val Phe

385

<210> 10
<211> 1356
<212> ADN
<213> Rotavirus
<400> 10

ggctttaaaa
atgctaggga
aattcaatca
atttacctgt
tggatgctaa
ataatgtatg
ctgaagcgtt
cagaatacat
ataaacctaa
atgataattt
ttgattactc
agcttaggcg
gttttccaag
ttctaagacc
atcaggctag
agttgatgcg
cttttcagca
cagtgcttgce
atgccatacc
actattcgcc
gcatgttgat
gctacatcaa
gtaactgtct

<210> 11
<211> 28
<212> ADN

Leu
Leu
Thr
Asn
Ile
355
Ile

Thr

Phe Gln

Phe Pro

Thr
Glu
Gly
Leu

Gln

Trp Phe

Phe Leu

Thr Ile
280
Met Arg
295

Ala Gln

310

Leu Arg
325
Glu Thr
340
Pro Val

Thr Asn

val Ala

Ile
Leu
Gly
Tyr

Ser

Glu Ser

Leu Ala
val
360
Pro

Pro

Ser
375

Ile Arg

390

cgaagtcttce
caaaattgtt
aatgatagta
tagaaattgg
ttatgttgag
tatggatgaa
aagaaagcta
agaaaattgg
catttttececa
aatgggaacc
atgcgccata
cgcactgact
agtaattaat
aaacaatgta
atttggtact
tccacctaat
ccatgcaaca
ggacgcgaat
agttggaccg
atctagagaa
taagtgagga
gtcattcaga
gaatgatgta

<213> Secuencia artificial

gacatggagg
gaaggtacat
actatgaatg
actttcgatt
aatgcaagaa
atggcaagag
gcgggaatta
aacttacaaa
tactcagctt
atgtggctta
aatgcaccag
acagctacta
tcagctgatg
gaggtagaat
atcatcgcaa
atgacaccag
gttggactta
gaaactctgt
gtatttccac
gataacttgc
ccagactaaa
ctcttcaagt

gtgagaggat

Phe Pro
235

Pro

Ser
Phe Asn
250
Leu Asn
265

Ile

Gly

Ala Arg

Pro Pro Asn

Phe Gln
318

Cys

Pro

val
330
val

Ala
Asn Thr
345
Phe

Pro Pro

Ser Arg Glu

Ser Met Leu

395

ttctgtactc
tatattctaa
gaaatgactt
ttggtctatt
ctacaattga
aatctcaaag
aatttaagag
atagaagaca
catttactcet
atgctggatc
cgaacataca
taactttatt
gcgcgactac
ttttattgaa
gaaattttga
ctgttaatgc
cattacgtat
tagcaaatgt
caggcatgaa
aacgcgtttt
catctggtat
aaggacatga
gtgacc

53

Arg Val

val Ile

Gln Ile

Ile

Leu

Ile

Ser
240
Pro

Asn

Arg
255

Asn Thr

270

Phe
285
Thr

Asn

Met
300
His His

Glu Ser

Ala val

Asp
Pro
Ala
val

Arg

Thr Ile

Ala Vval
val
320
Ala

Thr

Leu
335

Gln Glu

350

Met
365
Asn

Gly

Asp
380

Ile Lys

actgtcaaaa
cgttagcgat
tcagactgga
aggtacaaca
atattttatt
aaatggagta
aataaatttc
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<220>
<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 11

ggctttaaaa gagagaattt ccgtctgg 28

<210> 12

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 12

ggttagctcc ttttaatgta tggta 25

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 13

ggtcacatcg aacaattcta atctaag 27

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 14
caagtactca aatcaatgat gg 22

<210> 15
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<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 15

tgttgatttt tctgtcgate cac 23

<210> 16

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 16

ggttgctgag aatgagaaat tagctatagt gg 32

<210> 17

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 17

ccactatagc taatttctca ttctcagcaa cc 32

<210> 18

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus
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<400> 18

tggcttcgcece attttataga ca 22

<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 19

atttcggacc atttataacc 20

<210> 20

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 20

tggcttcact catttataga ca 22

<210> 21

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 21

atttcagacc atttataacc tag 23
<210> 22

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 22

ggagtagtat atgaaagtac aaataatag 29

<210> 23

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 23

ctattatttg tactttcata tactactcc 29

<210> 24

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 24

tcgatacagt ataagagagc acaag 25

<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 25
ttcattaact tgtgctctct tatactg 27
<210> 26
<211> 22
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 26

gtatatgtag actattggga tg 22

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de
nucleétidos de Rotavirus

<400> 27

catcccaata gtctacatat ac 22

<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 28

tgtaactccg gcaaaatgca acg 23

<210> 29

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 29

cgttgcattt tgccggagtt aca 23
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<210> 30

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 30

gtaagacaag atttagagcg cca 23

<210> 31

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 31

tggcgctcta aatcttgtct tac 23

<210> 32

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 32

cttgatgctg atgaagcagc atctg 25

<210> 33

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus
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<400> 33

cagatgctgc ttcatcagca tcaag 25

<210> 34

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 34

cgatcatatc gaatattaaa ggatg 25

<210> 35

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 35

catcctttaa tattcgatat gatcg 25

<210> 36

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 36

agcgttcaca caatttacat tgtag 25
<210> 37

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 37

agtattttat actatagtag attatattaa tc 32

<210> 38

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleodtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 38

agtattttat actatggtag attatattaa tc 32

<210> 39

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 39

atccccatta tactgcattc ctttc 25

<210> 40

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 40
atccctatta tactgcattt ctttc 25

<210> 41
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<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleotidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 41

atccccatta tactgcattt ctttc 25

<210> 42

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtidos que comparten homologia con secuencias de

nucledtidos de Rotavirus

<400> 42

atccctatta tactgcattc ctttc 25

62



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 534 637 T3

REIVINDICACIONES

1. Uso de una cepa de Rotavirus atenuado de tipo G1P[8] en la fabricacion de una composicién para conferir
proteccién contra la infeccion por rotavirus causada por una cepa de rotavirus de tipo G2P[4].

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la composicién comprende un Rotavirus que tiene un gen VP4
que comprende, en la secuencia de nucledtidos, al menos uno de los siguientes: una base adenina (A) en la
posicion 788, una base adenina (A) en la posicion 802 y una base timina (T) en la posicion 501 desde el coddn
iniciacion.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el gen VP4 comprende una secuencia de nucleotidos que
comprende una base adenina (A) en las posiciones 788 y 802 y una base timina (T) en la posicion 501 desde el
codon de iniciacion.

4. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 en el que la composiciéon comprende un Rotavirus
que tiene un gen VP7 que comprende, en la secuencia de nucleétidos, al menos uno de los siguientes: una timina
(T) en la posicién 605, una adenina (A) en la posicion 897 y una guanina (G) en la posicion 897 desde el codén de
iniciacion.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que el gen VP7 comprende una secuencia de nucledtidos que
comprende una timina (T) en la posicion 605 y una adenina (A) o una guanina (G) en la posicién 897 desde el codon
de iniciacion.

6. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la composicion comprende un Rotavirus
que tiene un gen VP4 que comprende, en la secuencia de nucleétidos, una adenina (A) en las posiciones 788 y 802
y una timina (T) en la posicién 501 desde el coddn de iniciacién; y en el que el gen VP7 comprende, en la secuencia
de nucledtidos, una timina (T) en la posicion 605 y una adenina (A) en la posicion 897 desde el codén de iniciacion.

7. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la composicion confiere ademas proteccién
contra al menos uno de los serotipos no-G1 seleccionados del grupo que cosiste en; G3, G4 y G9.

8. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicién comprende una
cepa de rotavirus atenuado de G1P[8] que proporciona proteccion contra gastroenteritis grave inducida por rotavirus
que tiene una puntuacioén igual o superior a 11 en la escala de Vesikari causada por infeccion de una cepa de
rotavirus de un tipo G2P[4].

9. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la composicién que comprende una cepa
de Rotavirus atenuado de un tipo G1P[8] es al menos un 40 % protectora, en una poblacién de individuos vacunados
contra la diarrea provocada por una cepa de Rotavirus que es de tipo G2P[4].

10. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la composicion es al menos un 50 % protectora.
11. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que la composicion es entre 40 % y 80 % protectora.
12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la composicion es entre 50 % y 70 % protectora.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la composicion es entre 40 % y 75 % protectora en una
poblacién de individuos vacunados contra la gastroenteritis grave que tienen una puntuacion igual o superior a 11 en
la escala de Vesikari causada por infecciéon de Rotavirus con un serotipo G2P[4].

14. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la cepa de Rotavirus en dicha
composicién es ECACC depdsito 99081301, o se puede obtener o derivar de ECACC depdsito 99081301.

15. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que la composicion es administrada en un
régimen de 2 dosis.

16. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la cepa de Rotavirus atenuado es
formulada con un vehiculo farmacéutico adecuado o con un tampén antiacido o ambos.

17. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que la composicidon es para conferir
proteccién en un sujeto humano.
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FIG. 1A secuencia VP4 de P43
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FIG. 1B secuencia VP4 de P43 (R1X4414 VP4; 2359 pb)
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Fig. 2A secuencia VP7 de P43
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CACAATTCTA
AATCAGTAAC
TATGTAGCAT
ACCAATAACA
GAATATTTCT
ACTCAAATTA
CACAAARAGGT
TTGTTGATTT
CTAATGAAAT
TTTAATATTG
ATTATCAACA
TGTACTGTGA
TCAAACAACA
TAGCTATAGT
ACTACGACAT
TGTAGCTGTA
ATCCAACGAC
AAATGGTGGC
GCAGGTAATG
ATAGAGTATA

ATCTTTCTGA
TCGAATAATG
TATTTGCCTT
GGATCAATGG
AACATCCACA
ATGATGGTGA
TGGCCAACAG
TTCIGTCGAT
ATGATCAARA
AATGAATGGT
ATCGGGAGAA
AAGTGTGTCC
AATGTAGACT
GGATGTCGTT
GTACTATTCG
ATACAAGTTG
TAATCCACAA
AAGTATTTTA
TCCAAAAGAT
GATATATCTT

Fig. 2B secuencia VP7 de P43 - (RIX4414 VP7; 1046 pb)

TATCAATTAT
GACTACATTA
GACAAGAGCT
ACACTGTATA
TTATGTTTGT
ATGGAAAGAC
GATCAGTCTA
CCACAATTAT
TCTTGAATTA
TATGTAATCC
TCAAATAAGT
ACTGAATACG
CGTTTGAAAT
GATGGGATAA
AAATTGTAAG
GTGGCTCTAA
ACTGAGAGAA
TACTATAGTA
CAAGATCATT
AGATTAGATC
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100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
€50
700
750
800
850
200
950

1000

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
S61
1021

ggctttaaaa
GAATATACCA
TCAGTAACTC
TTTGCCTTGA
ACTGTATACG
TATCCAACTG
ATGTTTCTCA
GTTGATTTTT
GATCAAAATC
TGTAATCCAA
ATATCAATGG
ATAGGTTGTC
GCTATAGTGG
ACTATTCGAA
GGCTCTAATG
ATGAGAGTGA
CAAATCGTGC
AGAGTATAGa

gagagaattt
CAATTCTAAT
GAATAATCGA
CAAGAGCTCA
CTAACTCTAC
AAGCAAGTAC
CAAAAGGTTG
CTGTCGATCC
TTGAATTAGA
TGGATATAAC
GATCATCATG
ADACAACAAA
ATGTCGTTGA
ATTGTAAGAA
TATTAGACAT
ATTGGAAAAA
AGGTAATGTC
tatatcttag

ccgtctgget
CTTTCTGATA
CTACATTATA
GAATTATGGG
TCAAGAAGGA
TCAAATTAAT
GCCAACAGGA
ACAATTATAT
TATGTCAGAG
ATTATATTAT
TACTGTGAAA
TGTAGACTCG
TGGGATAAAT
GTTAGGTCCA
AACAGCAGAT
ATGGTGGCAA
CAAAAGATCA
attaga

aacggttagc
TCAATTATTC
TATAGATCTT
CTTAACTTAC
ATATTTCTAA
GATGGTGAAT
TCAGTCTATT
TGTGATTATA
TTAGCTGATT
TATCAACAAT
GTGTGTCCAC
TTTGAAATGG
CATAAAATAA
AGAGAGAATG
CCAACGACTA
GTATTTTATA
AGATCATTAA

66

tccttttaAT
TACTCAACTA
TGTTGATTTA
CAATAACAGG
CATCCACATT
GGAAAGACTC
TTAAAGAGTA
ACTTAGTACT
TAATATTGAA
CGGGAGAATC
TGAATACGCA
TTGCTGAGAA
ATTTGACAAC
TAGCTGTAAT
ATCCACAAAC
CTATAGTAGA
ATTCTGCAGC

GTATGGTATT
TATATTAAAA
TGTAGCATTA
ATCAATGGAC
ATGTTTGTAT
ATTGTCACAA
TTCAAGTATT
AATGAAATAT
TGAATGGTTA
AAATAAGTGG
AATGTTAGGA
TGAGAAATTA
TACGACATGT
ACAAGTTGGT
TGAGAGAATG
TTATATTAAC
TTTTTATTAT
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Figura 3 - Secuencia de polipéptidos de P43 VP4. (RIX4414 VP4.pro; 775 aa)

1
€1
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

MASLIYRQLL
VEPILDGPYQ
IFGESKQFNV
PRATTDSSST
SIQYKRAQVN
QYNYLRDGEQ
FRNMVYVRSL
NSLRFRFSLT
TPIMNSVTVR
KSMATSVMKK
TNSLNDISTQ
EASEKFIPKR
IDFKTLKNLN

TNSYSVDLHD
PTTFTPPNDY
SNDSNKWKFL
ANLNNISITI
EDIIVSKTSL
VTAHTTCSVN
AANLNSVKCT
VDEPPFSILR
QDLERQLTDL
FRKSKLATSI
TSTISKKLRL
SYRILKDDEV
DNYGITRTEA

EIEQIGSEKT
WILINSNTNG
EMFRSSSQNE
HSEFYIIPRS
WKEMQYNRDI
GVNNFSYNGG
GGSYYFSIPV
TRTVNLYGLP
REEFNSLSQE
SEMTNSLSDA
KEMITQTEGM
MEINTEGKFF
LNLIKSNPNM

QNVTINPGPF
VVYESTNNSD
FYNRRTLTSD
QESKCNEYIN
IIRFKFGNSI
FLPTDFGISR
GAWPVMNGGA
AANPNNGNEY
IAMAQLIDLA
ASSASRNVSI
SFDDISAAVL
AYKINTFDEV
LRNFINQNNP

AQTRYAPVNW
FWTAVVAIEP
TRLVGIFKYG
NGLPPIQNTR
VKMGGLGYKW
YEVIKENSYV
VSLHFAGVTL
YEISGRFSLI
LLPLDMFSMF
RSNLSAISNW
KTKIDMSTQI
PFDVNKFAEL
IIRNRIEQLI

Figura 4 - Secuencia de polipéptidos de P43 VP7 (RI1X4414 VP7.pro; 326 aa).

1
61
121
181
241
301

MYGIEYTTIL
GSMDTVYANS
YSSIVDFSVD
SNKWISMGSS
TTTCTIRNCK
DYINQIVQVM

IFLISIILLN
TQEGIFLTST
PQLYCDYNLV
CTVKVCPLNT
KLGPRENVAV
SKRSRSLNSA

YILKSVTRIM
LCLYYPTEAS
LMKYDQONLEL
QMLGIGCQTT
IQVGGSNVLD
AFYYRV

DYIIYRSLLI
TQINDGEWKD
DMSELADLIL
NVDSFEMVAE
ITADPTTNPQ

67

YVALFALTRA
SLSQMFLTKG
NEWLCNPMDI
NEKLAIVDVV
TERMMRVNWK

DHGEINDSTT
HVNPVDRQYM
GRVWTFHGET
NVVPLPLSSR
SEISYKAANY
YVDYWDDSKA
STQFTDFVSL
SLVPTNDDYQ
SGIKSTIDLT
TNVSNDVSNV
GKNTLPDIVT
VTDSPVISAI
LQCKL

QNYGLNLPIT
WPTGSVYFKE
TLYYYQQSGE
DGINHKINLT
KWWQVFYTIV
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Figura 5 - Secuencia de polipéptidos de la proteina NSP4 de RIX4414 (175 aa).

1
61

MDKLADLNYT LSVITLMNDT LHSIIQDPGM AYFSYIASVL TVLFILHKAS IPTMKIALKT
SKCSYKVIKY CIVTIINTLL KLAGYKEQVT TKDEIEQQMD RIVKEMRRQL DMIDKLTTRE

121 IEQVELLKRI HDNLITRPVD VIDMSKEFNQ KNIKTLDEWE SGKNPYEPSE VTASM

Figura 6 - Secuencia de nucleotidos que codifica la proteina NSP4 de RIX4414 (750 pb).

61

121
isl
241
301
361
421
481
541
601
661
721

ggcttttaaa
TCAACTACAC
ATCCTGGAAT
ATARAGCTTC
TGATTAAATA
AGCAGGTTAC
GACGTCAGCT
TTARACGTAT
AATTCAATCA
AACCGTCAGA
gcggcggaac
caatcatatc
gttaatggaa

agttctgtte
ATTGAGTGTA
GGCGTATTTT
AATTCCAACC
TTGTATAGTC
TACAAAAGAC
GGATATGATT
ACATGACAAC
GARAARACATC
AGTGACTGCA
tcttcaccgce
gcgtgtggcet
ggaatggtct

cgagagagcyg
ATCACTTTAA
TCATATATTG
ATGAAAATAG
ACGATCATTA
GAAATTGAGC
GATAAATTAA
CTGATAACTA
ARAACGCTAG
TCCATGTGAg
aagccccatt
cagccttaat
tagtgtgacc

cgtgcggaaa
TGAATGACAC
CATCTGTTCT
CATTGAARAC
ATACTCTTTT
AACAGATGGA
CTACTCGTGA
GACCAGTTGA
ATGAATGGGA
aggttgagtt
agacctgatg
ccegtttaac

68

gATGGATAAG
ATTGCATTCT
AACAGTITTTA
ATCAAAATGT
AAAATTGGCT
CAGAATTGTT
AATTGAACAG
CGTCATAGAT
GAGTGGAAAR
accgtegtct
attgactgag
caatccagcg

CTTGCCGACC
ATAATTCAAG
TTCATATTAC
TCATATAAAG
GGATATAAAG
AAAGAGATGA
GTTGAATTGC
ATGTCGAAGG
AATCCATATG
gtcttcggaa
aagccacagt
agtgttggac
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Figura 7 - Secuencia de polipéptidos de la proteina VP6 de RIX4414 (397 aa).

1
61
121
181
241
301
361

MEVLYSLSKT
FDFGLLGTTL
GIKFKRINFD
WLNAGSEIQV
ADGATTWEFN
TPAVNALFPQ
FPPGMNWTEL

LKDARDKIVE
LNLDANYVEN
NSSEYIENWN
AGFDYSCAIN
PVILRPNNVE
AQPFQHHATV
ITNYSPSRED

GTLYSNVSDL
ARTTIEYFID
LONRRQRTGF
APANIQQFEH
VEFLLNGQI I
GLTLRIESAV
NLQRVEFTVAS

IQQFNQMIVT
FIDNVCMDEM
VFHKPNIFPY
IVQLRRALTT
NTYQARFGTIX
CESVLADANE
IRSMLIK

MNGNDFQTGG
ARESQRNGVS
SASFTLNRSQ
ATITLLPDAE
IARNFDTIRL
TLLANVTAVR

IGNLPVRNWT
PQSEALRKLA
PMHDNLMGTM
RFSFPRVINS
LFQLMRPPNM
QEYAIPVGPV

Figura 8 - Secuencia de nucleétidos que codifica la proteina VP6 de RIX4414 (1356 pb).

3

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

ggctttaaaa
ATGCTAGGGA
AATTCAATCA
ATTTACCTGT
TGGATGCTAA
ATAATGTATG
CTGAAGCGTT
CAGAATACAT
ATAAACCTAA
ATGATAATTT
TTGATTACTC
AGCTTAGGCG
GTTTTCCAAG
TTCTAAGACC
ATCAGGCTAG
AGTTGATGCG
CTTTTCAGCA
CAGTGCTTGC
ATGCCATACC
ACTATTCGCC
GCATGTTGAT
gctacatcaa
gtaactgtct

cgaagtcttce
CARAATTGTT
AATGATAGTA
TAGAAATTGG
TTATGTTGAG
TATGGATGAA
AAGAAAGCTA
AGAAAATTGG
CATTTTTCCA
AATGGGAACC
ATGCGCCATA
CGCACTGACT
AGTAATTAAT
AAACAATGTA
ATTTGGTACT
TCCACCTAAT
CCATGCAACA
GGACGCGAAT
AGTTGGACCG
ATCTAGAGAA
TAAGTGAgga
gtcattcaga
gaatgatgta

gacATGGAGG
GAAGGTACAT
ACTATGAATG
ACTTTCGATT
AATGCAAGAA
ATGGCAAGAG
GCGGGAATTA
AACTTACAAA
TACTCAGCTT
ATGTGGCTTA
AATGCACCAG
ACAGCTACTA
TCAGCTGATG
GAGGTAGAAT
ATCATCGCAA
ATGACACCAG
GTTGGACTTA
GAAACTCTGT
GTATTTCCAC
GATAACTTGC
ccagactaaa
ctcttcaagt

gtgagaggat

TTCTGTACTC
TATATTCTAA
GAAATGACTT
TTGGTCTATT
CTACAATTGA
AATCTCAAAG
AATTTAAGAG
ATAGAAGACA
CATTTACTCT
ATGCTGGATC
CGAACATACA
TAACTTTATT
GCGCGACTAC
TTTTATTGAA
GAAATTTTGA
CTGTTAATGC
CATTACGTAT
TAGCAAATGT
CAGGCATGAA
AACGCGTTTT
catctggtat
aaggacatga
gtgacc

69

ACTGTCARAAA
CGTTAGCGAT
TCAGACTGGA
AGGTACAACA
ATATTTTATT
ARATGGAGTA
AATAAATTTC
GCGCACCGGA
AAATAGATCT
AGAAATTCAA
GCAATTTGAG
ACCTGATGCA
ATGGTTCTTT
TGGACAAATT
TACAATTCGT
ACTATTTCCA
TGAATCTGCG
GACCGCGGTG
TTGGACTGAA
CACGGTAGCT
ccaatcttag
tttcatgtte

ACTCTTAAAG
CTTATTCAGC
GGAATTGGTA
CTTTTGAACT
GACTTTATTG
TCGCCACAAT
GATAATTCAT
TTTGTTTTTC
CAACCAATGC
GTGGCTGGAT.
CATATCGTTC
GAGAGATTTA
AATCCAGTTA
ATTAATACAT
TTATTATTTC
CAAGCACAAC
GTTTGTGAAT
CGTCAAGAAT
TTGATTACTA
TCCATTAGAA
ttagcatgta
gctacgtaga
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