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DESCRIPCION
Parvovirus recombinante atenuado
Campo de la invencién

La invencién se sitia en el campo de las vacunas contra virus para la protecciéon de animales contra la infeccion por
parvovirus, su produccion y uso. Mas en particular, la invencién se relaciona con una vacuna que comprende un tipo
de parvovirus canino de tipo 2 atenuado que comprende una proteina de la capside o un fragmento de la misma
obtenido de un aislado de parvovirus canino de tipo 2c.

Antecedentes de la invencion

El parvovirus pertenece a la familia de virus de ADN de cadena sencilla. Los parvovirus pueden causar
enfermedades en algunos animales como gatos, perros y cerdos. Debido a que los virus requieren células en
divisién activa para replicarse, el tipo de tejido infectado varia con la edad del animal. El tracto gastrointestinal y el
sistema linfatico pueden verse afectados a cualquier edad, provocando vomitos, diarrea e inmunosupresién, pero la
hipoplasia cerebelosa so6lo se observa en los gatos que fueron infectados en el Utero o que tienen menos de dos
semanas de edad y la miocarditis se observa en los cachorros infectados entre las edades de tres y ocho semanas.

El parvovirus canino es una enfermedad particularmente mortal entre los cachorros, en alrededor del 80 % es mortal,
causando dafios en el tracto gastrointestinal y deshidratacion, asi como un sindrome cardiaco en cachorros muy
pequefios. Se transmite por contacto con las heces de un perro infectado. Los sintomas incluyen letargo, diarrea
intensa, fiebre, vomitos, pérdida de apetito y deshidratacion. El parvovirus porcino causa una enfermedad
reproductiva en el ganado porcino conocida como SMEDI, que es el acrénimo de muerte fetal, momificacién, muerte
embrionaria e infertilidad, stillbirth, mummification, embryonic death, and infertility. La panleucopenia felina es comun
en gatos y causa fiebre, bajo recuento de leucocitos, diarrea y muerte. La infeccion del feto del gato y de los gatitos
de menos de dos semanas de edad provoca hipoplasia cerebelosa. El virus de la enteritis del visén es similar en
efecto a la panleucopenia felina, excepto que no causa hipoplasia cerebelosa. Un parvovirus diferente provoca la
enfermedad aleutiana en visones y otros mustélidos, caracterizada por linfadenopatia, esplenomegalia,
glomerulonefritis, anemia y muerte. El diagnéstico mas exacto del parvovirus es por ELISA. Los perros, gatos y
cerdos pueden ser vacunados contra el parvovirus.

A nivel de ADN, se sabe que los parvovirus canino, felino y porcino tienen un genoma muy homologo. El parvovirus
canino (PVC2) es un virus que es responsable de enteritis aguda y algunas veces mortal en perros (Kelly, Aust. Vet.
J. 54; 593, 1978; Appel et al., Vet. Rec. 105; 156-159, 1979). El virus, que aparecio por primera vez alrededor de
1977, probablemente surgié a partir de un virus estrechamente relacionado con el de los gatos, el virus de la
panleucopenia felina (FPLV) a través de un pequefio nimero de mutaciones en la Unica proteina de la capside; un
salto entre especies que puede haber implicado el paso intermedio a través de otros carnivoros como el visén o el
mapache (Truyen et al., Virology 215, 186-189, 1996).

Ya en 1979 aparecieron las primeras variantes del PVC2, como la denominada PVC2a, y que fueron seguidas
rapidamente por la aparicion de PVC2b en 1984. (Parrish et al., Science 230, 1046-1048, 1985 y J. Virol. 65; 6544-
6552, 1991).

El virus de tipo 2 original ahora ha desaparecido del campo después de haber sido reemplazado por las variantes 2a
y 2b; aunque las proporciones relativas de estos dos tipos varia de un pais a otro (Truyen et al., supra; Chinchkar et
al.,, Arch. Virol. 151, 1881-1887, 2006; Pereira et al., Infect. Genet. Evol. 3, 399-409, 2007). Los cambios de
aminoacidos en la proteina de la capside (VP2), que caracterizan el paso de 2 a 2a y a 2b, son muy limitados. Las
sustituciones en las posiciones 87 (Met a Leu), 300 (Gly a Ala), 305 (Tyr a Asp) y 555 (Val a lle) se produjeron en la
evolucion de 2 a 2a y 426 (Asn a Asp) y 555 (lle a Val) en la aparicién de 2b a partir de 2a (Parrish et al., supra;
Truyen et al., J. Virol. 69, 4702-4710, 1995). Recientemente, se ha informado de cepas 2a que carecen de la
sustitucion de Val por lle en la posicién 555 (Wang et al., Virus Genes 31, 171-174, 2005; Martella et al., Virus
Genes 33, 11-13, 2006). Al parecer, un solo cambio de aminoacido puede diferenciar las secuencias de VP2 de
PVC2ay PVC2b.

Mas recientemente han surgido cepas en Italia en las que el aminoacido de la posicion 426 (Asn en 2a'y 2b en Asp)
se ha convertido en un resto de acido glutamico (Glu) (Buonavoglia et al., J. Gen. Virol. 82, 3021-3025, 2001;
Martella et al., J. Clin. Microbiol. 42, 1333-1336, 2004). El hecho de que estas variantes Glu 426, denominadas virus
PVC2c, estén circulando y coexistan con otros tipos de PVC en ltalia y en otros paises europeos (Decaro et al., J.
Vet. Med. B. Infect. Dis. Vet. Public Health 53, 468-472, 2006) y de que también se hayan aislado en paises
geograficamente tan diversos como Vietnam y Escocia (Nakamura et al., Arch Virol.149, 2261-2269, 2004, Spibey et
al., Vet. Microbiol 128, 48-55, 2008) sugiere que tienen una ventaja en al menos una proporcién de la poblacién de
perros.
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La relativamente rapida evolucién del parvovirus canino ha dado lugar a la pérdida y la posterior recuperacion de
tipos de hospedadores felinos (Truyen et al., 1996 supra) y esta capacidad recuperada de replicarse en gatos bien
puede dar cuenta de la sustitucion del virus de tipo 2 original con las variantes 2a, 2b y 2c. A finales de los 70 y
principios de los 80 se utilizaron vacunas contra la panleucopenia felina vivas e inactivadas para proteger a los
perros contra la infeccién por el PVC debido a que los antigenos compartidos estimulaban la proteccion cruzada, sin
embargo los niveles de proteccion que ofrecian eran deficientes y la duracion de la inmunidad era breve. Estas
vacunas fueron sustituidas por las vacunas del PVC vivas atenuadas, que proporcionan una excelente protecciéon y
mayor duracién de la inmunidad. Actualmente las vacunas vivas atenuadas derivan de aislados PVC2b o del virus
de tipo 2 original. Dado que el virus de tipo 2 ha sido sustituido en su totalidad en el campo por los virus 2a, 2b y
ahora 2c, existe preocupacioén por el nivel de proteccién ofrecido por las vacunas de tipo 2 atenuadas (Pratelli et al.,
Clin. Diag. Lab. Immunol. 8, 612-615, 2001; Truyen, Vet. Microbiol. 69, 47-50, 1999).

Sin embargo, basandose en los estudios con anticuerpos monoclonales existentes cada nueva variante antigénica
ha perdido por lo menos un epitopo neutralizante en comparacioén con la variante anterior (Strassheim et al., Virology
198, 175-184, 1994; Pereira et al., supra). Anteriormente se habia demostrado que la vacuna contra el PVC2 viva
atenuada era capaz de proteger a los perros frente a las exposiciones a las variantes de campo 2a y 2b (Greenwood
et al., Vet. Record. 136, 63-67, 1995) a pesar de que los estudios de neutralizaciéon cruzada in vitro llevados a cabo
usando sueros generados contra los diversos tipos antigénicos si mostraban diferencias notables (Pratelli et al.,
supra).

El documento W02008157236 describe formulaciones de vacunas que comprenden variantes del PVC dominantes
emergentes.

Recientemente, se demostrdé que la vacuna de tipo 2 viva atenuada (Nobivac-Intervet) era capaz de proteger a los
perros frente a la exposicion a la variante mas reciente del PVC, PVC2c (Spibey et al., Vet. Microbiol 128, 48-55,
2008).

Sin embargo existe una necesidad en el campo de vacunas que mejoren la inmunidad de los animales, en particular,
gatos, perros y cerdos contra la infeccion con nuevos tipos de parvovirus. Sin embargo, tales vacunas no estan
disponibles, en particular, no estan disponibles vacunas especificas del parvovirus canino de tipo 2c.

Sumario de la invencion
La invencion en su sentido mas amplio es como se define en las reivindicaciones independientes.

La presente invencién proporciona una solucion al problema anterior en el sentido de que proporciona una vacuna
que comprende un parvovirus recombinante atenuado que comprende como genoma una secuencia de ADN de un
parvovirus canino de tipo 2 atenuado, en el que el ADN que codifica la proteina de la capside o un fragmento de la
misma se sustituye por un ADN que codifica una proteina de la capside o un fragmento de la misma procedente de
un parvovirus canino de tipo 2c.

Sorprendentemente, se observé que tal vacuna era capaz de inducir altos titulos de anticuerpos protectores contra
una exposicién al parvovirus canino de tipo 2c manteniendo al mismo tiempo una buena inmunidad contra las cepas
de tipo 2 y permaneciendo los parvovirus caninos atenuados recombinantes.

Descripcion detallada de la invencién

EI ADN viral que codifica la proteina de la capside de un parvovirus canino de tipo 2c puede obtenerse a partir de
una cepa aislada en el campo mediante el uso de las habilidades ordinarias de una persona experta en la técnica. El
ADN viral de un parvovirus canino atenuado también esta disponible en la técnica, los ejemplos muestran el
aislamiento de un virus de tipo 2 original contenido en una cepa de la vacuna obtenida de Intervet (Nobivac parvo).

Mas en particular, se obtuvo el ADN viral a partir de un aislado de campo de PVC de tipo 2c. Cada preparacion de
ADN fue digerida con una enzima de restriccion diferente de tal manera que de cada preparacion se generaron dos
fragmentos solapantes. Los fragmentos se purificaron y se separaron. A continuacion los fragmentos seleccionados
se transfectaron en células susceptibles. Esto se muestra esquematicamente en la figura 1.

Tras la recombinacién natural de los dos fragmentos, se obtuvo un virus hibrido que contenia la proteina de la
capside de un aislado de tipo 2c en el contexto de la secuencia de ADN de un virus de tipo 2 convencional atenuado.
Este virus fue aislado, purificado y mezclado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y utilizado como una
vacuna.

Los perros que recibieron la nueva vacuna fueron expuestos a aislados de campo del PVC de tipo 2c y con el virus
parental de la vacuna de tipo 2.
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Sorprendentemente, la nueva vacuna proporcioné un titulo de anticuerpos suficiente contra los aislados
convencionales de tipo 2 y una proteccion mejorada contra el PVC de tipo 2c.

Dicha vacuna se puede usar ventajosamente en la proteccién de perros contra la infeccién por el parvovirus canino
de tipo 2, en particular, el de tipo 2c.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un parvovirus recombinante que comprende una secuencia de ADN obtenible a
partir de un parvovirus canino de tipo 2 atenuado en el que el ADN que codifica la proteina de la capside o un
fragmento de la misma de dicho parvovirus se sustituye por una proteina de la capside o un fragmento derivable de
un parvovirus canino de tipo 2c.

Las proteinas de la capside del parvovirus de tipo 2 y de tipo 2c deben ser diferentes en al menos un aminoacido. La
expresion “proteina de la capside o un fragmento de la misma” en este contexto significa una proteina de la capside
de longitud completa o una parte de la misma que comprende la diferencia en la proteina de la capside entre el
parvovirus de tipo 2 y de tipo 2c.

Preferiblemente, la proteina de la capside de longitud completa del parvovirus de tipo 2 se sustituye por la proteina
de la capside de longitud completa del parvovirus de tipo 2c.

Las expresiones “de longitud completa” y “esencialmente de longitud completa”’, como se usan en la presente
memoria, pretenden indicar que la proteina o secuencia de acido nucleico contiene todos los elementos necesarios
para llevar a cabo su funcién, preferentemente, la secuencia debe contener todos los elementos (aminoacidos o
nucleétidos) de la secuencia natural.

El parvovirus recombinante de acuerdo con la invencién puede emplearse ventajosamente en una vacuna para la
proteccién de animales contra la infeccion por parvovirus de tipo 2 o de tipo 2c. Se observé que tales vacunas
protegian a los animales contra la infeccion con los virus de tipo 2, asi como el de tipo 2c, mientras que la vacuna
recombinante quedé atenuada de tal modo que no podia inducir signos clinicos de infeccién por parvovirus.

La invencion también se refiere a un método para obtener un parvovirus recombinante de acuerdo con la invencion
que comprende las etapas de:

a. Obtener al menos un primer fragmento de ADN a partir de una cepa de parvovirus canino de tipo 2 atenuada,
no codificando dicho primer fragmento de ADN una proteina de la capside

b. Obtener al menos un segundo fragmento de ADN de una cepa de parvovirus canino de tipo 2c, codificando
dicho segundo fragmento de ADN para una proteina de la capside

c. Transfectar una célula permisiva para el parvovirus con los fragmentos de ADN obtenidos en las etapas ay b
d. Permitir la recombinacion de los fragmentos de ADN

e. Seleccionar un virus recombinante atenuado que codifica una proteina de la capside viral derivada del
parvovirus canino de tipo 2c en el contexto genético del genoma del parvovirus canino de tipo 2

f. Cultivar la célula en condiciones que permitan la produccién de parvovirus en un cultivo celular

g. Obtener los parvovirus recombinantes a partir del cultivo de células.

Esto da como resultado una vacuna que protege a los perros contra infecciones con el parvovirus de tipo 2 asi como
con el parvovirus de tipo 2c manteniendo al mismo tiempo sus propiedades atenuadas.

Con el fin de mostrar de forma inequivoca que un sitio de atenuacioén no reside en la proteina de la capside, el gen
de la proteina de la capside en una cepa atenuada fue reemplazado por una version sintetizada quimicamente, cuya
secuencia se derivé de un aislado de campo 2c virulento. Este método también produjo un virus atenuado de
acuerdo con la invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Representacién esquematica del método de recombinacion natural (no MG) de obtencion de un aislado
de virus hibrido 2/2c. Dos fragmentos solapantes de la vacuna de tipo 2 y del virus de campo de tipo 2c se
transfectaron en las células y tras recombinacion homéloga se aislaron los virus.

Figura 2: Representacion esquematica del clon de plasmido infeccioso de la cepa del PVC 154att que muestra
los sitios de las enzimas de restriccion Pac | y Xmn |. Los cuadros sombreados ilustran las secuencias
palindrémicas terminales.

Figura 3: Esquema que muestra el producto seleccionado de la digestion parcial de Pac | / Xmn | que fue
seleccionado para su posterior manipulacion

Figura 4: Plasmido que contiene el ADN del virus de la vacuna 154att en el que el gen de la capside esta
sustituido por una secuencia de la capside del PVC2c virulento.
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Ejemplos

Ejemplo 1: generacién de virus recombinante

La cepa 154 att se obtuvo de una fuente disponible en el mercado Nobivac Parvo C (Intervet Schering-Plough
Animal Health) y la cepa Jess era un aislado de campo de un virus de tipo 2c.

Los virus se cultivaron en células caninas adherentes o en células renales felinas (por ejemplo, A72 y CrFK) usando
medio M6B8 que contiene suero fetal bovino al 5 %. La forma replicativa (FR) del ADN se prepar6 a partir de cultivos
celulares infectados usando una modificacion del método estandar “Hirt” (McMaster et al 1981).

El ADN de la FR preparado a partir de la cepa 154 att se digirié con la enzima de restriccion Pst | y los fragmentos
se separaron por electroforesis en gel de agarosa. La banda del par de bases (pb) 3055 (correspondiente al extremo
izquierdo del PVC) se escindié del gel y se purificé usando las columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick. El
ADN de la FR aislada de las células infectadas con el PVC Jess se digirid con la enzima de restriccion Xmn |. Una
vez mas los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en gel de agarosa seguido de la purificacién de una
banda de aproximadamente 2750 pb (correspondiente al extremo derecho del PVC que incluye la secuencia de la
capside) utilizando columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick.

Los fragmentos de 3055 pb y 2750 pb purificados de 154att y Jess se combinaron y se transfectaron en A72 o en
células CrFK en cultivo. Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con
aproximadamente 3 pg de cada fragmento, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de la transfeccion, las células se sometieron a pases y se controlaron mediante un ensayo de
hemaglutinacion (HA). El virus fue detectado por HA en el paso 4. La determinacién de la secuencia del ADN des
virus hibrido se llevé a cabo usando protocolos de secuenciaciéon de ADN estandar utilizando el ADN de la FR o
moldes de fragmentos de PCR. El virus se purificéd por dilucion limitante en células caninas o felinas susceptibles
adherentes.

Ejemplo 2: Virus recombinante construido a partir de ADN viral clonado

El virus recombinante se generé a partir de fragmentos clonados. El genoma de la cepa del virus 154att se clon6 en
el vector de clonacion estandar pBluescript (Stratagene Inc.). A fin de mantener las secuencias terminales
palindrémicas intactas, el plasmido fue propagado en el hospedador bacteriano DL795 que es defectuoso en varios
sistemas de recombinacioén. La clonacién de los genomas de parvovirus se ha descrito en la literatura y las técnicas
requeridas son conocidas por alguien experto en la materia.

El clon obtenido de 154att (p154) se digirid con la enzima de restriccion Pac | de tal forma que no se permiti6 la
finalizacion de la digestion, es decir, la digestién de la enzima de restriccion fue sélo parcial. Los fragmentos
digeridos se sometieron a continuacion a la digestién con la enzima de restriccion Xmn |. Los fragmentos de ADN
digeridos fueron seguidamente separados por electroforesis en gel de agarosa y el fragmento indicado en el
diagrama de abajo se escindié del gel y se purifico usando columnas de extraccion en gel Qiagen Qiaquick. Los
sitios Xmn | y Pac | a mano derecha flanquean la regién de la capside en el genoma de parvovirus.

El gen de la capside de 154 att fue sustituido por el gen de la capside de una cepa virulenta de PVC como sigue. El
sitio Xmn | y Pac | a mano derecha indicados en la Figura 2 se encuentran fuera de los limites del gen de la capside.
La secuencia de aproximadamente 110 pb entre el sitio Pac | y el extremo del gen de la capside difiere
significativamente entre la cepa 154att y los aislados virulentos. Hasta el momento no se han registrado cambios de
secuencia en la secuencia corta (~55 pb) entre el sitio de Xmn | y el inicio del gen de la capside. Por lo tanto con el
fin de limitar el intercambio de material s6lo para la secuencia de la capside, la secuencia de la capside del PVC
virulento fue sintetizada quimicamente y se conservo la secuencia especifica de la vacuna entre el sitio Pac | y la
sefal de parada de la capside. A continuacion, se muestra la secuencia sintetizada quimicamente que contiene el
gen de la capside del PVC. La secuencia que se muestra a continuaciéon se proporciona en la presente memoria
como SEQ ID NO: 1.



ES 2566 033 T3

AGAGGCAGACCTGAGAGCCATCTTTACTICTGAACAATTGCGARGAAGATTTTCGAGA
Xmn I

CGACTTGGATTARGGTACGATGGCACCTCCEGUANMAGAGAGCCAGGRGAGGTANGGGTGT
GITTAGTARAGTCGGGGCAGAGGARAGATTTAATAACT TAACTAAGTATGTGTTTTTITAT
AGGACTTGTGCCTCCAGGTTATAAATATCTTGGGCCTGGGAACAGTCTTGACCAAGGAGA
ACCAACTAACCCTTCTGACGCCGCTGCAAAAGAACACGACGAAGCTTACGCTGCTTATCT
TCGCTCTGGTAAAAACCCATACTTATATTTCTCGCCAGCAGATCAACGCTTTATAGATCA
AACTAAGGACGCTAAAGATTGGGGGGGGAAAATAGGACATTATTTTTTTAGAGCTAAAAA
GGCAATTGCTCCAGTATTAACTGATACACCAGATCATCCATCAACATCAAGACCAACAAA
ACCAACTAAAAGAAGTAAACCACCACCTCATATTTTCATTAATCTTGCAAAAAAAAAAAA
AGCCGGTGCAGGACAAGTAAAAAGAGACAATCTTGCACCAATGAGTGATGGAGCAGTTCA
ACCAGACGGTGGTCAACCTGCTGTCAGAAATGAAAGAGCAACAGGATCTGGGAACGGGTC
TGGAGGCGGGGGTGGTGGTGGTTCTGGGGGTGTGGGGATTTCTACGGGTACTTTCAATAA
TCAGACGGAATTTAAATTTTTGGAAAACGGATGGGTGGAAATCACAGCAAACTCAAGCAG
ACTTGTACATTTAAATATGCCAGAAAGTGAAAATTATAGAAGAGTGGTTGTAAATAATTT
GGATAAAACTGCAGTTAACGGAAACATGGCTTTAGATGATACTCATGCACAAATTGTAAC
ACCTTGGTCATTGGTTGATGCAAATGCTTGGGGAGTTTGGTTTAATCCAGGAGATTGGCA
ACTAATTGTTAATACTATGAGTGAGTTGCATTTAGTTAGTTTTGAACAAGAAATTTTTAA
TGTTGTTTTAAAGACTGTTTCAGAATCTGCTACTCAGCCACCAACTAAAGTTTATAATAA
TGATTTAACTGCATCATTGATGGTTGCATTAGATAGTAATAATACTATGCCATTTACTCC
AGCAGCTATGAGATCTGAGACATTGGGTTTTTATCCATGGAAACCAACCATACCAACTCC
ATGGAGATATTATTTTCAATGGGATAGAACATTAATACCATCTCATACTGGAACTAGTGG
CACACCAACAAATATATACCATGOTACAGATCLCAGATGATGTTCAATTTTATACTATTGA
AAATTCTGTGCCAGTACACTTACTAAGAACAGGTGATGAATTTGCTACAGGAACATTTTT
TTTTGATTGTAAACCATGTAGACTAACACATACATGGCAAACAAATAGAGCATTGGGCTT
ACCACCATTTCTAAATTCTTTGCCTCAAGCTGAAGGAGGTACTAACTTTGGTTATATAGG
AGTTCAACAAGATAAAAGACGTGGTGTAACTCAAATGGGAAATACAAACTATATTACTGA
AGCTACTATTATGAGACCAGCTGAGGTTGGTTATAGTGCACCATATTATTCTTITGAGGC
GTCTACACAAGGGCCATTTAAAACACCTATTGCAGCAGGACGGGGGGGAGCGCAAACAGA
TGAAAATCAAGCAGCAGATGGTGATCCAAGATATGCATTTGGTAGACAACATGGTCAAAA
AACTACCACAACAGGAGAAACACCTGAGAGATTTACATATATAGCACATCAAGATACAGG
AAGATATCCAGAAGGAGATTGGATTCAAAATATTAACTTTAACCTTCCTGTAACAGAAGA
TAATGTATTGCTACCAACAGATCCAATTGGAGGTAAAACAGGAATTAACTATACTAATAT
ATTTAATACTTATGGTCCTTTAACTGCATTAAATAATGTACCACCAGTTTATCCAAATGG
TCAAATTTAGOGATAAAGAATTTOATACTOACTTAAAACCAAGACTTCATGTAAATGCACC
ATTTGTTTGTCAAAATAATTGTCCTGGTCAATTATTTGTAAAAGTTGCGCCTAATTTAAL
AAATGAATATGATCCTGATGCATCTGCTAATATGTCAAGAATTGTAACTTACTCAGATTT
TTGGTGGAAAGGTAAATTAGTATTTAAAGCTAAACTAAGAGCCTCTCATACTTGGAATCC
AATTCAACAAATGAGTATTAATGTAGATAACCAATTTAACTATGTACCAAGTAATATTGG
AGGTATGAAAATTGTATATGAAAAATCTCAGCTAGCACCTAGAAAATTATATTAACATAC
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TTACTATGTTTTTATGTTTATTACATATCAACTAACACCTAGAARATTATATTAATATAC
TTACTATGTTTTTATGTTTATTACATATTATTTTAAGATTAATTAAGGCGCGCC

Pacl

Los sitios Xmn | y Pac | se indican subrayados. Se indica el codén de parada (TAA) de la region codificante de la
capside. La secuencia codificante de la capside (Vp1/Vp2) se muestra en negrita.

El fragmento sintetizado se liberéd del plasmido en el que se encontraba usando las enzimas Xmn | y Pac |, se ligo al
fragmento mostrado en la Figura 3. Se transformaron E. coli competentes (cepa DL795) con la mezcla de ligadura
utilizando protocolos estandar y se aislaron e identificaron las bacterias que albergan los plasmidos recombinantes.
El plasmido p1542c resultante ilustrado mas abajo (Figura 4) se prepar6 después a partir de E. coli clonada.

El virus hibrido se preparé como sigue. EI ADN del plasmido p1542c se transfecté en células A72 o CrFK en cultivo.
Las transfecciones se realizaron usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con aproximadamente 3 microgramos de
ADN, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después de la transfeccion, las células se sometieron a pases y se
controlaron mediante un ensayo de hemaglutinacion (HA). El virus fue detectado por HA en el paso 4. La
determinacion de la secuencia del ADN de los virus hibridos se llevé a cabo usando protocolos de secuenciacion de
ADN estandar utilizando el ADN de la FR o moldes de fragmentos de PCR. El virus se purifico por dilucién limitante
en células caninas o felinas susceptibles adherentes.

Ejemplo 3: ensayo in vivo

Se inocul6 a tres grupos de cachorros no vacunados (libres de patégenos especificos) de 6 semanas de edad
nacidos de madres no vacunadas y, por lo tanto, carentes de cualquier anticuerpo de origen materno dirigido contra
el PVC, con el virus hibrido 2/2c y cada uno de los virus parentales (vacuna de tipo 2 y virus de campo de tipo 2c).
Los animales fueron controlados clinicamente y se tomaron muestras de sangre.

El grupo 1 contenia 5 perros vacunados por via subcutanea con Parvo C, una vacuna de Intervet convencional que
comprende un PVC de tipo 2. El grupo 2 contenia 5 perros vacunados por via subcutanea con la vacuna contra el
nuevo hibrido 2/2c de 107,5 TCID50 por ml.

Se observé que los perros del grupo 1 presentaban un titulo mas alto de anticuerpos especificos contra el virus de
tipo 2 que contra el hibrido. Por el contrario, los perros del grupo 2, mostraban titulos mas altos de inhibicién de la
hemaglutinacion (HAI), asi como de titulos de sueroneutralizacion (SN) contra el virus hibrido.

Por lo tanto, se puede concluir que la cepa del virus hibrido proporciona una mayor proteccién contra la infeccion
con el PVC de tipo 2c manteniendo al mismo tiempo una proteccién adecuada frente a las cepas del virus de tipo 2
convencionales.

Ninguno de los perros inoculados con la vacuna existente mostré signos de enfermedad, mientras que los perros de
control que fueron inoculados con virus de campo mostraban enteritis hemorragica grave. Por lo tanto, hemos
observado sorprendentemente que las principales mutaciones atenuantes del PVC se encuentran fuera del gen de la
proteina de la capside.

Ejemplo 4: ensayos de sequridad

Se realizé6 un estudio para examinar la seguridad del virus hibrido 2/2c en cachorros que habian adquirido
anticuerpos maternos (AM). Todos los cachorros vacunados permanecieron completamente normales durante todo
el estudio. Por otra parte, los perros que habian sido vacunados con el virus hibrido desarrollaron una buena
respuesta serologica, lo que indica que el virus hibrido fue capaz de superar los niveles normales de AM, un
requisito esencial de una vacuna contra el parvovirus canino eficaz.
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agaggcagac
cttggattaa
agtaaagtgg
acttgtgcct
aactaaccct
ctctggtaaa
taaggacgct
aattgctcca
aactaaaaga
cggtgcagga
agacggtggt
aggcgggggt
gacggaattt
tgtacattta
taaaactgca
ttggtcattg
aattgttaat
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tttaactgca
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gagatattat
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ttctgtgcca
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aaatcaagca
taccacaaca
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tgtattgcta
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aatttgggat
tgtttgtcaa
tgaatatgat
gtggaaaggt
tcaacaaatg
tatgaaaatt
ctatgttttt
ctatgttttt

ctgagagcca
ggtacgatgg
ggggagagga
ccaggttata
tctgacgceceg
aacccatact
aaagattggg
gtattaactg
agtaaaccac
caagtaaaaa
caacctgctg
ggtggtggtt
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aatatgccag
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gtatatgaaa
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tctttacttc
cacctcecgge
aagatttaat
aatatcttgg
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tatatttctc
gggggaaaat
atacaccaga
cacctcatat
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tcagaaatga
ctgggggtgt
aaaacggatg
aaagtgaaaa
acatggcttt
atgcttgggg
agttgcattt
aatctgctac
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ctcaagctga
gtgtaactca
aggttggtta
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ctgagagatt
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ttaaagctaa
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catatcaact
catattattt
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acacgacgaa
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caattttata
gctacaggaa
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gggggagcgc
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cttcctgtaa
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cttcatgtaa
gttgcgecta
gtaacttact
tctcatactt
gtaccaagta
aaattatatt
aaattatatt
taaggcgege

ttcgagacga
agggtgtgtt
tttttatagg
aaggagaacc
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caacaaaacc
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cagttcaacc
acgggtctgg
tcaataatca
caagcagact
ataatttgga
ttgtaacacc
attggcaact
tttttaatgt
ataataatga
ttactccagce
caactccatg
ctagtggcac
ctattgaaaa
catttttttt
tgggcttacc
atataggagt
ttactgaagc
ttgaggcgtc
aaacagatga
gtcaaaaaac
atacaggaag
cagaagataa
ctaatatatt
caaatggtca
atgcaccatt
atttaacaaa
cagatttttg
ggaatccaat
atattggagg
aacatactta
aatatactta
c
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REIVINDICACIONES

1. Un parvovirus recombinante atenuado que comprende como genoma una secuencia de ADN de un parvovirus
canino de tipo 2 atenuado, en el que el ADN que codifica la proteina de la capside o un fragmento de la misma se
sustituyen por un ADN que codifica una proteina de la capside o un fragmento de la misma de un parvovirus canino
de tipo 2c.

2. Parvovirus recombinante de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia de ADN del parvovirus canino
de tipo 2 atenuado es esencialmente de longitud completa.

3. Parvovirus recombinante de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que dicha proteina de la capside del
parvovirus canino de tipo 2c es esencialmente de longitud completa.

4. Vacuna para la proteccion de animales contra la infeccion con parvovirus, comprendiendo dicha vacuna un
parvovirus recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

5. Método de obtencion de un parvovirus recombinante de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a. Obtener al menos un fragmento de ADN a partir de una cepa de parvovirus canino de tipo 2 atenuada, no
codificando dicho fragmento de ADN una proteina de la capside

b. Obtener al menos un fragmento de ADN de una cepa de parvovirus canino de tipo 2c, codificando dicho
fragmento de ADN una proteina de la capside

c. Transfectar una célula permisiva para el parvovirus los fragmentos de ADN obtenidos en las etapas ay b

d. Permitir la recombinacion de los fragmentos de ADN

e. Seleccionar un virus recombinante atenuado que codifica una proteina de la capside viral derivada del
parvovirus canino de tipo 2c en el contexto genético del genoma del parvovirus canino de tipo 2

f. Cultivar la célula en condiciones que permitan la produccién de parvovirus en un cultivo celular

g. Obtener los parvovirus recombinantes a partir del cultivo de células.

6. Vacuna de acuerdo con la reivindicacion 4 para su uso en la proteccion de los animales contra la infeccion con
parvovirus canino.



ES 2566 033 T3

FIGURA 1
Psil
o (2)1
Jesze
Xmnl
FIGURA 2
Pac | Xmn | Pacl
«—p»
p154 gen de la capside
FIGURA 3
Pac | Xmnl Facl
154
FIGURA 4
Pac | Xmn | Pacl
+—»

p1542c gen de la capside

10



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


