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DESCRIPCIÓN

Vacuna contra el virus de Schmallenberg (SBV), métodos de producción y sus usos

Antecedentes de la invención5

Campo de la invención

La presente invención pertenece al campo de las vacunas y medicamentos para la profilaxis y tratamiento de 
enfermedades infecciosas. En particular, se refiere a virus inactivados útiles como vacuna o medicamento para 10
prevenir o tratar la viremia, transmisión y síntomas clínicos, en particular malformaciones en rumiantes recién 
nacidos tales como vacas, ovejas y cabras, inducidas por el virus de Schmallenberg.

Antecedentes
15

En noviembre de 2011 se descubrió en Europa un nuevo orthobunyavirus, el virus de Schmallenberg (SBV). 
Después de la primera detección, los casos notificados de SBV en ovejas, vacas y cabras se acumularon 
dramáticamente en varios países europeos hasta varios miles de casos de corderos y terneros malformados PCR-
positivo (1, 2). El virus fue detectado por metagenómica en el Friedrich-Loeffler-Institut (FLI) en muestras de vacas 
con goteo de leche y fiebre. Las muestras investigadas se obtuvieron en una granja cercana a la ciudad de 20
Schmallenberg (Renania del Norte-Westfalia, Alemania) y, consecuentemente, el virus se denominó virus de 
Schmallenberg (SBV). El SBV es un miembro del género Orthobunyavirus que pertenece a la familia Bunyaviridae. 
Está relacionado con los denominados virus del serogrupo Simbu (1).

Los orthobunyavirus tienen un genoma de ARN segmentado de cadena negativa y se transmiten principalmente por 25
vectores de insectos como insectos diminutos y mosquitos. Los tres segmentos (S, M y L) del genoma del 
orthobunyavirus permiten la reasignación genética que se produce naturalmente dando como resultado la 
emergencia de virus con nuevas propiedades biológicas (3). El segmento más largo L codifica la ARN polimerasa 
dependiente de ARN. Los segmentos M codifican las glicoproteínas de la superficie viral Gn y Gc que son 
responsables de la fusión celular, la unión viral y la inducción de anticuerpos neutralizantes. El segmento pequeño S 30
codifica la nucleocápside N que también está implicada en la fijación del complemento (4). La relación entre los 
orthobunyavirus se ha determinado frecuentemente solo por la reactividad cruzada serológica (5). En la era de la 
secuenciación del ADN, se evaluó la filogenética de forma adicional por comparación de secuencias genómicas 
parciales (gen N completo y gen Gc parcial) (6). En consecuencia, la información de las secuencias genómicas 
disponibles y publicadas de genomas de longitud total es escasa. Como consecuencia, los análisis filogenéticos en 35
profundidad son difíciles. En conclusión, no se podía hacer una clasificación taxonómica detallada y fiable del SBV. 
Las investigaciones preliminares mostraron similitudes entre las secuencias de segmentos M y L con secuencias 
virales parciales del AKAV y el virus Aino (AINOV). El gen N estaba más estrechamente relacionado con el virus 
Shamonda (SHAV) (1).

40
El SBV es un virus tipo Akabane (AKAV) capaz de atravesar la barrera placentaria en vacas y ovejas preñadas, 
infecta el feto y causa defectos congénitos letales durante un estadio susceptible en la preñez (2). El serogrupo 
Simbu, denominado por el virus prototipo, es el serogrupo más grande de los orthobunyavirus y contiene al menos 
25 virus, entre ellos virus médicamente importantes tales como el virus Akabane, el virus Oropouche, el virus 
Satuperi o virus el Douglas, la mayoría de los cuales pueden causar malformaciones en rumiantes recién nacidos, 45
pero también pueden verse afectados los seres humanos. El virus Akabane, por ejemplo, causa defectos congénitos 
en rumiantes y circula por Asia, Oceanía y África, mientras que el virus Oropouche es responsable de grandes 
epidemias de la fiebre de Oropouche, una zoonosis similar a la fiebre del dengue, en poblaciones humanas en 
Sudamérica. El virus Satuperi debe su nombre al serogrupo Satuperi, al que también pertenecen el virus Douglas y 
el SBV.50

El SBV fue el primer orthobunyavirus del serogrupo Simbu detectado en Europa. El virus se transmite 
aparentemente por vectores de artrópodos. Los insectos diminutos mordedores probablemente jueguen un papel 
importante en la transmisión. De acuerdo con el estado actual de conocimiento, los rumiantes son susceptibles a la 
infección por SBV. Los animales adultos pueden desarrollar una leve enfermedad, llegado el caso. Sin embargo, con 55
frecuencia se produce la infección transplacentaria y puede causar una severa malformación congénita de la 
columna vertebral (cifosis, lordosis, escoliosis, tortícolis) y del cráneo (macrocefalia, braquignatia inferior), así como 
malformaciones variables del cerebro (hidrocefalia, porencefalia, hipoplasia cerebelar, hapoplasia del tronco 
cerebral) y de la médula espinal en corderos, cabritos y terneros. La infección se extiende rápidamente en grandes 
partes de Europa noroccidental. Bélgica, Alemania, Francia, Italia, Luxemburgo, los Países Bajos, España y el Reino 60
Unido también han sido afectados.

En consecuencia, el SBV es una seria amenaza al ganado rumiante en Europa dado que actualmente no se dispone 
de vacunas.
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Así, hay una gran necesidad de vacunas y medicaciones que efectúen una rápida inducción de anticuerpos 
neutralizantes para la profilaxis y el tratamiento de la infección por el virus de Schmallenberg.

Descripción de la invención
5

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

Así, la invención en sus diferentes aspectos se implementa de acuerdo con las reivindicaciones.
10

En un aspecto, la divulgación proporciona una composición inmunogénica que contiene uno o varios antígenos del 
virus de Schmallenberg (SBV), en el que la composición inmunogénica comprende preferiblemente el SBV.

Preferiblemente, el SBV está contenido como el uno o más antígenos del SBV en la composición de la divulgación, o 
el uno o más antígenos del SBV es/son preferiblemente SBV, respectivamente. Así, la composición inmunogénica 15
de la divulgación es en particular una composición inmunogénica que comprende el virus de Schmallenberg (SBV).

Tal como se usa en la presente memoria, el término “antígeno” en particular se refiere a cualquier molécula, resto o 
entidad capaz de producir una respuesta inmunitaria. Esto incluye respuestas inmunitarias celulares y/o humorales. 
Dependiendo de la función pretendida de la composición, se pueden incluir uno o varios antígenos.20

El antígeno del SBV o el SBV contenido en la composición inmunogénica de la invención está inactivado.

De acuerdo con un aspecto, la composición inmunogénica de la invención es por lo tanto una composición 
inmunogénica que comprende el virus de Schmallenberg (SBV) inactivado.25

El término “inactivado”, tal como se usa en la presente memoria, significa que el antígeno no causa la enfermedad, 
cuando se administra a un hospedador mamífero ni se replica en una célula hospedadora.

La invención también proporciona una composición inmunogénica que comprende SBV o un antígeno del SBV, en la 30
que el SBV comprende

 un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,35

 un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO:2 y/o

 un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 40
SEQ ID NO:3.

Preferiblemente, dicho SBV comprende dicho segmento de ARN pequeño (S), dicho segmento de ARN medio (M) y 
dicho segmento de ARN grande (L).

45
De acuerdo con otro aspecto, el SBV o el antígeno del SBV se puede obtener mediante la inactivación del SBV o el 
antígeno del SBV, en el que dicho SBV comprende

 un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de 50
secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,

 un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO:2, y/o

 un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 55
de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO:3.

Todas las secuencias del listado de secuencias están escritas en la dirección 5' - '3. Las secuencias de SEQ ID NO:
1 a 3 y 7 codifican ADNc que tienen una polaridad positiva (cadena +). La expresión “inversamente complementaria”60
significa que la secuencia es antiparalela a la secuencia de referencia.

Preferiblemente, dicho SBV comprende dicho segmento de ARN pequeño (S), dicho segmento de ARN medio (M) y 
dicho segmento de ARN grande (L). 
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Se entiende que la expresión “segmento de ARN”, tal como se usa en la presente memoria, es equivalente a 
“segmento de genoma” o “segmento”, cuando se usa con frecuencia en el contexto del virus Schmallenberg.

Preferiblemente, el segmento de ARN pequeño (S) mencionado en la presente memoria tiene una secuencia de 
ARN que es inversamente complementaria a una secuencia de ADN que tiene al menos el 97,8 %, más 5
preferiblemente al menos el 98,5 %, aún más preferiblemente al menos 99 %, incluso aún más preferiblemente al 
menos el 99,5 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de la SEQ 
ID NO:1, o preferiblemente el segmento de ARN pequeño (S) descrito en la presente memoria tiene una secuencia 
de ARN que es inversamente complementaria a una secuencia de ADN que tiene al menos el 97,8 %, más 
preferiblemente al menos el 98,5 %, aún más preferiblemente al menos el 99 %, incluso aún más preferiblemente al 10
menos el 99,5 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ 
ID NO:7.

Preferiblemente, el segmento de ARN medio (M) mencionado en la presente memoria tiene una secuencia de ARN 
que es inversamente complementaria a una secuencia de ADN que tiene al menos el 83 %, más preferiblemente al 15
menos el 85 %, aún más preferiblemente al menos el 90 %, incluso aún más preferiblemente al menos el 95 % o, en 
particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácidos nucleicos de SEQ ID NO: 2.

Preferiblemente, el segmento de ARN grande (L) mencionado en la presente memoria tiene una secuencia de ARN 
que es inversamente complementaria a una secuencia de ADN que tiene al menos el 94 %, más preferiblemente al 20
menos el 96 %, incluso aún más preferiblemente al menos el 98 % o, en particular, el 100 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de ácido nucleicos de SEQ ID NO: 3.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresión “composición inmunogénica” en particular se refiere a una 
composición que provocará una respuesta inmunitaria en un mamífero y/o un insecto que ha sido expuesto a la 25
composición. Una respuesta inmunitaria puede incluir la inducción de anticuerpos y/o la inducción de una respuesta 
de linfocitos T.

La identidad de secuencia en el contexto de la invención se entiende en base a alineaciones de secuencias por
pares. A los fines de la presente invención, las alineaciones de secuencias por pares se realizan con ClustalW tal 30
como está implementado en Mega5 (K. Tamura et al., MEGA5: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using 
Maximum Likelyhood, Evolutionary Distance and Maximum Parsimony Methods. Mol. Biol. Evol. 28, 2731-2739 
(2011)), usando los parámetros por defecto (penalización por apertura de hueco de 15 y penalización por extensión 
de hueco de 6,66; matriz de peso de ADN: ClustalW 1.6; peso de transición de 0,5). Las identidades de secuencia 
de las secuencias alineadas se calculan usando BioEdit versión 7.0.9.0.35

Se entiende que la expresión “identidad de secuencia con”, tal como se usa en la presente memoria, es equivalente 
a la expresión “identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de”. Así, tal como se menciona en la 
presente memoria, la expresión “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO: 8” es equivalente a la 
expresión “identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8”, la 40
expresión “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5” es equivalente a la expresión “identidad de secuencia con la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:5” y la expresión “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6” es 
equivalente a la expresión “identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO.6”.

Tal como se usa en la presente memoria, se entiende en particular que la expresión “identidad de secuencia con la 45
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:X” es equivalente a la expresión “identidad de secuencia con la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:X en toda la longitud de la SEQ ID NO: X” o a la expresión “identidad de 
secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:X en toda la longitud de SEQ ID NO: X”, 
respectivamente. En este contexto, “X” es cualquier número entero seleccionado de 1 a 8 de modo que la “SEQ ID 
NO: X” representa cualquiera de las SEQ ID NOs mencionadas en la presente memoria.50

En otro aspecto preferido de la invención, el SBV mencionado en la presente memoria comprende

 un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 
97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,55

 un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al menos 
el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5 y/o

 un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 
93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6,

60
y en el que en particular dicho SBV comprende dicho segmento de ARN pequeño (S), dicho segmento de ARN 
medio (M) y dicho segmento de ARN grande (L).

Preferiblemente, el SBV mencionado en la presente memoria comprende
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 un segmento de ARN S, caracterizado por que el segmento de ARN S tiene

- una secuencia de ARN que tiene al menos el 97,8 %, más preferiblemente al menos el 98,5 %, aún más 
preferiblemente al menos el 99 %, incluso aún más preferiblemente al menos el 99,5 % o, en particular, el 
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4, o5

- una secuencia de ARN que tiene al menos el 97,8 %, más preferiblemente al menos el 98,5 %, aún más 
preferiblemente al menos el 99 %, incluso aún más preferiblemente al menos el 99,5 % o, en particular, el 
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:8, o

 un segmento de ARN M caracterizado por que el segmento de ARN M tiene una secuencia de ARN que tiene al10
menos el 83 %, más preferiblemente al menos el 85 %, aún más preferiblemente al menos el 90 %, incluso aún 
más preferiblemente al menos el 95 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5; 
y/o

 un segmento de ARN L, caracterizado por que el segmento de ARN L tiene una secuencia de ARN que tiene al
menos el 94 %, más preferiblemente al menos el 96 %, incluso aún más preferiblemente al menos el 98 % o, en 15
particular, el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6.

La expresión “que tiene 100 % de identidad de secuencia”, tal como se usa en la presente memoria, también se 
entiende como equivalente a la expresión “que es idéntica”.

20
Preferiblemente, el SBV inactivado se puede obtener mediante la inactivación del SBV por tratamiento térmico o
preferiblemente con un agente inactivador de virus, en el que en particular un compuesto de aziridina, lo más 
preferiblemente etilenimina binaria (BEI), se usa para la inactivación.

De acuerdo con un aspecto preferido, se añade BEI al antígeno en una concentración final de 10 mM o menos, en el 25
que se sorprendentemente se ha hallado que una concentración final de menos de 4 mM es suficiente para la 
inactivación del antígeno. Así, BEI se añade preferiblemente a una concentración final de menos de 4 mM al 
antígeno, más preferiblemente a una concentración final de 0,5 a 3,5 mM, lo más preferiblemente a una 
concentración final de 1 a 3 mM.

30
Después de la adición de BEI, la mezcla se mantiene preferiblemente en agitación durante 48 h o menos
preferiblemente durante 24 h o menos, lo más preferiblemente durante 6 h y 18 h, como, por ejemplo, durante 12 h. 
La temperatura de la mezcla mientras se agita es preferiblemente de 37+/-5 °C, lo más preferiblemente de 37+/-1 
°C.

35
Además, se halló que solo una etapa de inactivación, por ejemplo, por adición de BEI al antígeno, es suficiente para 
la inactivación del antígeno.

Después del procedimiento de inactivación, el agente inactivador de virus residual se neutraliza preferiblemente por 
adición de un agente neutralizante a la mezcla, en particular en un exceso molar en comparación con la cantidad de 40
agente inactivador de virus añadido al antígeno. Si se usa un compuesto de aziridina para la inactivación, entonces 
se usa preferiblemente un nucleófilo que abre el anillo de tres miembros para la neutralización. BEI se neutraliza
preferiblemente por adición de tiosulfato de sodio, en particular en un exceso molar de 1,1 a 10 veces, lo más 
preferiblemente en un exceso molar de 2 a 8 veces en comparación con la cantidad de BEI añadida al antígeno.

45
En un aspecto preferido, la composición inmunogénica de la invención comprende una cantidad de SBV que es 
equivalente a un título viral de al menos aproximadamente 105 TCID50/m por dosis, preferiblemente entre 105 a 107

TCID50/ml por dosis, más preferiblemente aproximadamente 106 TCID50/ml por dosis.

Sorprendentemente, se halló que una composición inmunogénica de la invención que comprende una cantidad de 50
SBV que es equivalente a un título viral de menos de 105 TCID50/ml por dosis, preferiblemente menos de 105

TCID50/ml por dosis, es suficiente para prevenir ARNemia por SBV en un animal, en particular en ovejas.

Así, la composición inmunogénica de la invención comprende preferiblemente una cantidad de SBV que es 
equivalente a un título viral de menos de 105,5 TCID50/ml por dosis preferiblemente menos de 105 TCID50/ml por 55
dosis, lo más preferiblemente entre 104 y 105 TCID50/ml por dosis, en particular para su uso en un método para 
inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV y/o para prevenir o reducir viremia o las malformaciones inducidas 
por SBV y/o para prevenir o reducir la transmisión del SBV preferiblemente en ovejas.

“ARNemia” tal como se describe en la presente memoria se entiende en particular como la detección de ARN (por 60
ejemplo, por amplificación basada en de secuencias de ácidos nucleicos o PCR por transcripción inversa) en una 
muestra de un animal, en particular en muestras de plasma, suero o sangre entera.

Por lo tanto, se entiende en particular, de acuerdo con la invención, que la viremia inducida por SBV va a la par o 
está acompañada, respectivamente, con ARNemia de SBV en una muestra de suero sanguíneo de un animal. Así, la 65
viremia inducida por SBV se puede examinar detectando el ARN específico del SBV en el suero de animales.
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En otro aspecto preferido, la composición inmunogénica de la invención contiene SBV que tiene un título de 
preinactivación de al menos aproximadamente 106 partículas de SBV por mililitro preferiblemente entre 106 a 108

TCID50/ml de partículas de SBV por mililitro, más preferiblemente aproximadamente 107 partículas de SBV por 
mililitro.

5
La expresión “título de preinactivación”, tal como se usa en la presente memoria, en particular se refiere a la 
cantidad de SBV suspendido que se inactiva.

En particular, la composición inmunogénica de la invención también contiene uno o más vehículos o excipientes 
farmacéuticamente aceptables, en la que dicho uno o más vehículos o excipientes farmacéuticamente aceptables se 10
seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en disolventes, medios de dispersión, adyuvantes, agentes 
estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y agentes 
retardantes de la adsorción.

En un aspecto particularmente preferido, la composición inmunogénica de la invención también contiene uno o más 15
adyuvantes preferiblemente hidróxido de aluminio y/o saponina, por ejemplo, Alhydrogel y/o Quil-A, en la que lo más 
preferido es una combinación de hidróxido de aluminio y saponina.

Otro aspecto se refiere a la composición inmunogénica de la invención para su uso como un medicamento
preferiblemente como una vacuna.20

Otro aspecto se refiere a la composición inmunogénica de la invención para su uso en un método para inducir una 
respuesta inmunitaria contra el SBV y/o para prevenir o reducir la viremia o las malformaciones inducidas por SBV 
y/o para prevenir o reducir la transmisión del SBV.

25
Este aspecto en particular se refiere a la composición inmunogénica de la invención para su uso en un método para 
inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV en un rumiante y/o insecto y/o para prevenir o reducir la viremia en 
un rumiante y/o insecto y/o para prevenir o reducir malformaciones inducidas por el SBV en un feto de rumiante o 
neonato y/o para prevenir o reducir la transmisión del SBV por vectores artrópodos, preferiblemente insectos y/o 
para prevenir o reducir la transmisión del SBV desde el animal preñado (la madre) hasta el feto.30

Tal como se usa en la presente memoria, la expresión “inducir una respuesta inmunitaria” a un antígeno o 
composición es el desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral y/o celular en un animal a un antígeno presente 
en la composición de interés.

35
El término “prevención” o “reducción” o “prevenir” o “reducir”, respectivamente, tal como se usa en la presente 
memoria, significa, pero sin limitación, un proceso que incluye la administración de un antígeno del SBV, 
concretamente el antígeno del SBV de acuerdo con la invención que se incluye en la composición de la invención, a 
un animal, en el que el antígeno del SBV, cuando se administra a dicho animal, provoca o es capaz de provocar una 
respuesta inmunitaria en dicho animal contra el SBV. Sin embargo, este tratamiento tiene como resultado la 40
reducción de los signos clínicos de una enfermedad causada por el SBV o de los signos clínicos asociados con la 
infección por SBV, respectivamente. Más específicamente, el término “prevención” o “prevenir” ", tal como se usa en 
la presente memoria, implica en general un proceso de profilaxis en el cual un animal se expone a la composición 
inmunogénica de la presente invención antes de la inducción o el inicio del proceso patológico causado por el SBV.

45
En la presente memoria, “reducción de los signos clínicos asociados con la infección por SBV” significa, pero sin 
limitación, reducir el número de sujetos infectados en un grupo, reducir o eliminar el número de sujetos que exhiben 
signos clínicos de infección o reducir la gravedad de cualquier signo clínico que está presente en los sujetos, en 
comparación con la infección de tipo silvestre. Por ejemplo, se ha de referir a cualquier reducción de la carga de 
patógenos, diseminación de patógenos, reducción en la transmisión de patógenos o reducción de cualquier signo 50
clínico sintomático de infección por SBV, en particular de la transmisión de SBV de la madre al feto o de 
malformaciones inducidas por SBV en un feto o recién nacido rumiante. Preferiblemente, estos signos clínicos se 
reducen en sujetos que reciben la composición de la presente invención en al menos el 10 % en comparación con 
sujetos que no reciben la composición y se pueden infectar. Más preferiblemente los signos clínicos se reducen en 
sujetos que reciben la composición de la presente invención en al menos el 20 % preferiblemente en al menos el 3055
%, más preferiblemente en al menos el 40 % e incluso más preferiblemente en al menos el 50 %.

La expresión “reducción de la viremia inducida por el SBV” (o, bien, “reducción de la ARNemia inducida por el SBV”) 
implica, pero sin limitación, la reducción del virus SBV que entra en el torrente sanguíneo de un animal, en el que el 
nivel de viremia, es decir, el número de copias de ARN del SBV por ml de suero sanguíneo o el número de colonias 60
formadoras de placa por decilitro de suero sanguíneo, se reduce en el suero sanguíneo de los sujetos que reciben la 
composición de la presente invención en al menos el 50 % en comparación con sujetos que no reciben la 
composición y pueden infectarse. Más preferiblemente el nivel de viremia se reduce en sujetos que reciben la 
composición de la presente invención en al menos el 90 % preferiblemente en al menos el 99,9 %, más 
preferiblemente en al menos el 99,99 % e incluso aún más preferiblemente en al menos el 99,999 %.65
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Tal como se usa en la presente memoria, el término “viremia” se entiende en particular como una condición en la 
que las partículas de virus de Schmallenberg se reproducen y circulan por el torrente sanguíneo de un animal, en 
particular de un mamífero o de un insecto.

El término “animal”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere en particular a un mamífero o a un insecto.5

Preferiblemente, el mamífero tal como se menciona en la presente memoria es un rumiante. Más preferiblemente el 
rumiante tal como se menciona en la presente memoria se selecciona del grupo que consiste en vacas, ovejas, 
cabras, ciervos, alces, jirafas, bisontes, alces americanos, yaks, búfalos, camellos, alpacas, llamas, antílopes, 
antílopes americanos y nilgós. Lo más preferiblemente, el mamífero o rumiante tal como se menciona en la presente 10
memoria se selecciona del grupo que consiste en vacas, ovejas y cabras.

El insecto, tal como se menciona en la presente memoria, se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en 
insectos diminutos, en particular Culicoides spp., moscas mordedoras y mosquitos.

15
Además, la invención proporciona una composición de vacuna para el tratamiento o prevención de la infección por 
SBV o para la prevención o la reducción de la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV y/o para la 
prevención o la reducción de la transmisión del SBV, en el que la vacuna comprende la composición inmunogénica 
de la invención.

20
En particular, la invención proporciona una composición de vacuna, que comprende la composición inmunogénica 
de la invención, para su uso en un método para inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV en un rumiante y/o 
insecto y/o para prevenir o reducir la viremia en un rumiante y/o insecto y/o para prevenir o reducir malformaciones 
inducidas por el SBV en un feto o recién nacido rumiante y/o para prevenir o reducir la transmisión del SBV por 
vectores artrópodos preferiblemente insectos.25

El término “malformaciones”, tal como se usa en la presente memoria, en particular se refiere a una malformación 
seleccionada de malformación congénita de la columna vertebral (cifosis, lordosis, escoliosis, tortícolis) y/o del 
cerebro (macrocefalia, braquignatia inferior), malformaciones variables del cerebro (hidracefalia, porencefalia, 
hipoplasia cerebelar, hapoplasia del tronco cerebral) y de la médula espinal, malformaciones y/o rigidez de las patas30
traseras y/o delanteras. Más en particular, el término “malformaciones” se refiere a malformaciones en corderos, 
cabritos y terneros.

La divulgación también proporciona un método para la producción de SBV infeccioso, que comprende las etapas de
35

 infectar células, preferiblemente células de mamífero o de insectos, con un SBV,
 cultivar las células infectadas,
 cosechar el SBV producido por dichas células.

El término “infección”, tal como se usa en la presente memoria, en particular se refiere al proceso de poner en 40
contacto las células con el SBV, tal como por inoculación.

Dicha infección de las células con un SBV en particular incluye la unión del virus con una célula, la entrada del virus 
en la célula, el desprendimiento del virión en el citoplasma, la replicación y transcripción del genoma viral, la 
expresión de las proteínas virales y en ensamblaje y liberación de nuevas partículas virales infecciosas. 45

El término “cultivo”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere en particular al mantenimiento y
preferiblemente al crecimiento celular en condiciones apropiadas.

El término “cosecha”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere en particular a la absorción de 50
sobrenadantes celulares que contienen partículas virales, tales como por centrifugación de un recipiente que 
contiene un cultivo de células infectadas con virus y posterior decantación del sobrenadante celular.

Sorprendentemente, se halló que el SBV sigue siendo infeccioso y, por lo tanto, sigue manteniendo su potencial 
antigénico cuando pasa alternativamente entre células de insecto y células de mamífero.55

Así, la divulgación en particular se refiere a un método para la producción preferiblemente de SBV infeccioso, en 
particular el método antes mencionado, en el que el SBV se pasa alternativamente entre células de insecto y células 
de mamífero.

60
Por consiguiente, el método para la producción de SBV infeccioso de acuerdo con la invención en particular 
comprende las etapas de:

(a) infectar células de insecto con un SBV,
(b) cultivar las células infectadas de la etapa (a),65
(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b),
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(d) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (c) 
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d) y
(f) cosechar el SBV producido por dichas células de la etapa (e)

o comprende las etapas de5

(d) infectar células de mamífero con un SBV,
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d),
(f) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (e)
(g) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (f),10
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g) y
(i) cosechar el SBV producido por las células en la etapa (h).

En este sentido, la numeración de las etapas (d)-(i) es equivalente a la numeración (a')-(f') y se seleccionó por 
razones de claridad en vista de las otras etapas descritas en la presente memoria (a partir de la etapa “(j)”).15

Preferiblemente, el método para la producción de SBV de la divulgación comprende las etapas de:

(a) infectar células de insecto con un SBV,
(b) cultivar las células infectadas de la etapa (a),20
(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b)
(d) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (c),
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d),
(f) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (e)
(g) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (f)25
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g), y
(i) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (h).

Más preferiblemente el método para la producción de SBV infeccioso de acuerdo con la divulgación también 
comprende las etapas de:30

(j) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (i),
(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j) y
(l) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (k) y opcionalmente
(m) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (l), 35
(n) cultivar las células infectadas de la etapa (m) y
(o) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (n).

Así, en un aspecto, el método para la producción de SBV infeccioso de acuerdo con la divulgación comprende las 
etapas de:40

(a) infectar células de insecto con un SBV,
(b) cultivar las células infectadas de la etapa (a),
(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b)
(d) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (c),45
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d),
(f) cosechar el SBV producido por las células en la etapa (e),
(g) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (f),
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g),
(i) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (h)50
(j) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (i),
(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j),
(l) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (k),

y opcionalmente55

(m) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (l),
(n) cultivar las células infectadas de la etapa (m) y
(o) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (n).

60
Las células de insecto usadas en el método para la producción de SBV de la divulgación son preferiblemente células 
KC.

Como células de mamífero, se usan preferiblemente células BHK, en particular células BHK-21, en el método para la 
producción de SBV de acuerdo con la invención.65
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Lo más preferiblemente, en el método para la producción de SBV de acuerdo con la divulgación, las células de 
insecto son células KC y las células de mamífero son células BHK, en particular células BHK-21.

Además, la divulgación también comprende el SBV obtenible por el método para la producción de SBV de acuerdo 
con la invención.5

La divulgación también proporciona un método para la producción de SBV inactivado o de una composición 
inmunogénica de la divulgación que comprende las etapas de:

(A) infectar células con un SBV, en el que las células son en particular células de riñón de mono preferiblemente10
células Ma104 o células Ma104-AK o en el que las células son células BHK, preferiblemente células BHK-21,
(B) cultivar las células infectadas,
(C) cosechar el SBV producido por dichas células e
(D) inactivar dicho SBV por tratamiento térmico o con un agente inactivador de virus.

15
Si preferiblemente se usan células Ma104 o células Ma104-AK en el método para la producción de SBV inactivado o 
de la composición inmunogénica de la divulgación, esto tiene la ventaja de que las reacciones adversas, en 
particular las reacciones alérgicas, se pueden reducir o minimizar si el SBV inactivado o la composición 
inmunogénica producidos por dicho método se administran a un animal.

20
En particular, se prefiere si en la etapa (A) del método para la producción de SBV inactivado o de la composición 
inmunogénica de la divulgación, las células están infectadas con un SBV obtenible por el método para la producción 
de SBV de la invención.

La divulgación también proporciona, así, la combinación de (i) el método de producción de un SBV infeccioso de la 25
divulgación y (ii) el método para la producción de SBV inactivado o de la composición inmunogénica de la 
divulgación, en el que dichos métodos se realizan posteriormente.

Preferiblemente, en el método para la producción de SBV infeccioso de la divulgación y/o en el método para la 
producción de SBV inactivado o de la composición inmunogénica de acuerdo con la invención, las células están 30
infectadas con SBV a un MOI de 0,00001 – 0,01 preferiblemente a un MOI de 0,0001 – 0,001.

En particular, se prefiere si en el método para la producción de SBV de acuerdo con la divulgación y/o en el método 
para la producción de SBV inactivado o de la composición inmunogénica de la divulgación, las células se cultivan en 
un medio que contiene 1-10 % de FCS, más preferiblemente que contiene 2-6 % de FCS y/o si las células se 35
cultivan a una temperatura de 25-38 °C preferiblemente de 36-38 °C, más preferiblemente de aproximadamente 37 
°C. También es posible cultivar las células en ausencia de FCS.

Además, la divulgación comprende SBV obtenible por el método para la producción de SBV inactivado o de la 
composición inmunogénica de la divulgación, y, además, la divulgación también proporciona SBV inactivado 40
obtenible por la combinación de (i) el método de producción de un SBV infeccioso de la invención y (ii) el método 
para la producción de SBV inactivado o de la composición inmunogénica de la divulgación, en el que dichos 
métodos se realizan posteriormente.

En otro aspecto, se prefiere si, en el método para la producción de SBV infeccioso de la divulgación y/o en el método 45
para la producción de SBV inactivado o de la composición inmunogénica de la divulgación, el SBV comprende:

 un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,50

 un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO:2 y/o

 un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 55
SEQ ID NO:3

y/o en la que dicho SBV comprende

 un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 60
97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

 un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al menos 
el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5 y/o

 un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 
93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6,65
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La divulgación también proporciona un SBV, preferiblemente un SBV aislado, que comprende

 un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de 
secuencia con la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,5

 un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO:2 y/o

 un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una secuencia 
de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido nucleico de 10
SEQ ID NO:3.

La divulgación también proporciona un SBV preferiblemente aislado, en particular, el SBV antes mencionado, que 
comprende

15
 un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 

97,8 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,
 un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al menos 

el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5 y/o
 un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al menos el 20

93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6. 

Además, la divulgación comprende una composición química obtenible por medio de cualquiera de los métodos 
antes mencionados, en la que la composición es preferiblemente una composición inmunogénica, en particular una 
vacuna.25

Otro aspecto de la invención se refiere al uso de la composición inmunogénica de la invención para la preparación 
de un medicamento para tratar o prevenir el SBV y/o tratar o prevenir la viremia o malformaciones inducidas por el 
SBV y/o prevenir o reducir la transmisión del SBV en un animal que necesita de dicho tratamiento.

30
Además, la invención proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria al SBV en un animal que 
comprende administrar a dicho animal la composición inmunogénica de la invención.

En otro aspecto, la invención proporciona un método para tratar o prevenir la infección por SBV o tratar o prevenir la 
viremia o malformaciones inducidas por el SBV en un animal que necesita de dicho tratamiento, que comprende 35
administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente efectiva de la composición de vacuna de la invención.

La invención también proporciona un método para inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV y/o prevenir o 
reducir la viremia o malformaciones inducidas por el SBV y/o prevenir o reducir la transmisión del SBV en un animal 
o en una manada de animales que comprende la etapa de administrar la composición inmunogénica de la invención 40
a un animal que lo necesita.

En los métodos antes mencionados, la composición inmunogénica de la invención o la vacuna de la invención, 
respectivamente, se administra preferiblemente en una dosis individual o más preferiblemente en dos dosis.

45
Ejemplo 1

Detalles de un primer aislamiento del SBV

Se usaron extensivamente células BHK-21 para el crecimiento de orthobinyavirus. A continuación, se aisló el virus 50
SBV exitosamente por primera vez usando esta línea celular, por investigadores del FLI en noviembre de 2011. 
Excepto las BHK, se usaron células de larvas de Culicoides variipennis (mencionadas como células KC de la
Collection of Cell Lines in Veterinary Medicine, Friedrich-Loeffler-Institut, Greifswald-Insel Riems, Alemania). Se 
incubaron las células KC durante 10 días con sangre alterada por vía ultrasónica diluida en medio de Schneider. Las 
células se lisaron luego por congelamiento y descongelamiento. Se inoculó una monocapa de células de riñón de 55
hámster bebé 21 (BHK, clon 13) con el lisado. Los inóculos se eliminaron después de 1 hora y se reemplazaron por 
medio esencial mínimo de Eagle (EMEM). Después de 5 días, era visible un efecto citopático y el sobrenadante de 
cultivo dio positivo para el nuevo virus, con un valor Cq de aproximadamente 14 en la cRT-qPCR específica (aislado 
2) y 3x106 de TCID50 por ml.

60
Proceso de fabricación: Descripción general

El proceso de fabricación, tal como se describe más abajo, se lleva a cabo según los métodos de fabricación
estándar, por ejemplo, en condiciones de esterilidad y después de la verificación de las condiciones de operación 
correctas como la filtración de aire.65
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Descripción del proceso de fabricación

1. Producción de MSV (solución madre del virus)

El aislado de SBV 2 se usó para la producción de MSV solución madre del virus). Se infectaron botellas de cultivo 5
rotatorias sembradas con células BHK-21 (5x107 células) a MOI 0,0001. Después de 54 h de incubación, las 
botellas de cultivo rotatorias se congelaron a -20 °C, se descongelaron y se centrifugaron a 2.000 g durante 5 min. 
Se recolectó el sobrenadante y se almacenaron alícuotas de 1 ml a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

2. Producción de antígeno del SBV10

Las células BHK-21 (lote celular de trabajo - WCS) se almacenaron congeladas en nitrógeno líquido. El WCS se 
descongeló y se expandió en matraces de cultivo celular (T160 cm2) usando medio EMEM y gamma FCS 10 % 
irradiado. Las células se tripsinizaron usando tripsina recombinante (origen no animal). Un matraz T160 se tripsinizó 
y se resuspendió en 150 ml de medio EMEM que contenía FCS 2 %. Esta suspensión celular se usó para sembrar 15
una botella de cultivo rotatoria (495 cm2). Las botellas de cultivo rotatorias con suspensión celular se colocaron en 
una incubadora a 37 °C y girando a 0,5 rpm. De 12 a 16 h después de la siembra, las células se sembraron a una 
densidad de 5x107 por botella. Se usó la infección usando MOI 0,0001. Las células se incubaron de forma continua a 
37 °C y girando a 0,5 rpm durante 50-56 h hasta que el efecto citopático (CPE) del SBV específico no alcanzara a 
aproximadamente el 60-70 % de las células. En este punto temporal, las botellas de cultivo rotatorias completas se 20
congelaron a -20 °C y se descongelaron en baño de agua a 37 °C y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior 
procesamiento.

La titulación viral se lleva a cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento:
25

Materiales necesarios

1. Células BHK-21 (clon 13)
2. Matraces T75
3. Placas de 96 pocillos de fondo plano30
4. Placas de 48 pocillos de fondo plano
5. Thermo Pipeta de matriz de 8 canales + puntas
6. Eppendorf Pipeta de 8 canales 50-1250 + puntas
7. Depósito para pipetas multicanal
8. Tripsina + edta35
9. Medio ZB5
10. Pipetas de 5, 10 y 25 ml
11. Pipetboy
12. Microscopio invertido

40
Procedimiento

 Tripsinizar el matraz T75 altamente confluente y resuspender bien las células en 20 ml de medio (FCS 10 %).
 Añadir 100 ml de medio (FCS 0 %) y mezclar bien
 Verter esta suspensión celular se vierte en el depósito para pipetas multicanal45
 Usar la pipeta multicanal para llenar 100 μl de suspensión celular en los pocillos de las primeras 8 columnas de 

placas de 96 pocillos
 Dejar las placas a 37 °C en una incubadora de CO2 durante 6-12 h para la unión
 Después de transcurrido este tiempo, preparar una placa de 48 pocillos y llenar 1080 μl de medio libre de suero 

en cada pocillo50
 Inocular en los pocillos de la primera columna 120 μl de material para la titulación
 Usar la pipeta de 8 canales Eppendorf con el programa P/M (pipeta 120 μl y mezclar 620 μl cuatro veces), 

mezclar primero la primera columna donde se inocula el material
 Desechar las puntas
 Pipetear de los pocillos de la primera columna (con las nuevas puntas), 120 μl en la segunda y mezclar55
 Desechar las puntas
 Repetir este proceso hasta terminar la última columna
 Usando la pipeta de matriz, aspirar 800 μl de la primera fila de la placa de 48 pocillos (que contiene diluciones 

seriales de una muestra)
 Cuando se fijen las puntas, presionar firmemente, pero no demasiado fuerte porque la función de la matriz no 60

funcionará
 Dispensar 100 μl en 8 filas de la placa de 96 pocillos
 Incubar a 37 °C durante un período de 3-4 días
 Leer los resultados en el microscopio invertido 

65
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3. Formulaciones de vacuna

3.1 Procedimiento de inactivación

El proceso de inactivación del antígeno final dura un total de 72 horas y la concentración de BEI usada es de 15 mM. 5
El antígeno final se inactiva por adición de BEI 0,1 M en una proporción de 100 ml por litro de antígeno inactivado 
(concentración final 10 mM). Después de la adición de BEI, la mezcla se homogeneiza durante al menos 15 minutos 
y el pH se verifica. Después del proceso de homogenización, la mezcla se decanta en un recipiente estéril donde se 
mantiene bajo agitación a 37+/-1 °C, durante 24 horas. Después de 24 horas, se lleva a cabo una segunda 
inactivación del antígeno final mediante la adición de BEI 0,1 M en una proporción de 50 ml por litro de antígeno 10
inactivado (concentración final 5 mM). Después de la segunda adición de BEI, el proceso se repite en las mismas 
condiciones que las descritas con anterioridad para la primera adición, pero manteniendo la mezcla bajo agitación 
durante 48 horas.

3.2 Neutralización de BEI residual15

Una vez completado el proceso de inactivación, se añade una solución de tiosulfato de sodio 1 M en la proporción 
de 5 ml por litro de antígeno inactivado (concentración final 5 mM), a fin de neutralizar la BEI. Tras homogeneizar la 
mezcla, se verifica el pH. De ser necesario, se realiza un ajuste con ácido clorhídrico para obtener un pH de 7,2 + -
0,2.20

3.3 Adyuvantes

Se usan Alhydrogel (hidróxido de aluminio) y Quil-A (saponina) como adyuvantes.
25

4. Experimento preliminar de la eficacia en vacas

Dieciocho (18) vacas de 7 meses de edad se usan para el experimento. Los animales se dividen en cuatro grupos 
con cuatro animales en cada grupo, mientras que se usan otros dos animales como controles de contacto. Todos los 
animales son SBV seronegativos al comienzo del experimento. El primer grupo (de cuatro animales) se vacuna con 30
la dosis de vacuna que contiene 106 SBV TCID50/ml, el segundo con 105 SBV TCID50/ml, el tercero con 104 SBV 
TCID50/ml y finalmente, el cuarto grupo no se vacuna, así como dos animales dentro del control de contacto. Dentro 
de cada grupo, se vacuna a 4 animales por vía subcutánea (2 ml) y se vuelven a vacunar 3 semanas más tarde. 
Todos los animales en el estudio se estimulan dos semanas después de la revacunación (dosis de estimulación = 
107 TCID50 de virus vivo/animal) excepto los animales de control de contacto. Todos los animales no vacunados 35
desarrollan viremia después de la estimulación con el SBV, empezando a los 3 dpi (días después de la infección) y 
que dura 2-3 días. Los animales vacunados muestran una viremia significativamente reducida y se redujo a 
síntomas no clínicos en comparación con los animales no vacunados después de la estimulación con el SBV.

EJEMPLO 240

1. Introducción

En este estudio, se produjeron varias formulaciones de vacuna inactivada y luego se ensayaron en ovejas y vacas 
respecto de su capacidad para inducir anticuerpos neutralizantes y para prevenir la viremia después de una 45
infección de estimulación experimental.

2. Materiales y métodos 

Vacunas50

Se produjeron cinco diferentes formulaciones de vacuna prototípicas (Tabla 1); todas ellas eran preparaciones de 
SBV inactivado en solución acuosa. Se cultivó SBV en dos diferentes líneas celulares de riñón de hámster bebé 
(BHK-21) (vacunas “BHKCT-HT”, “BHK13-HT”, “BHK13-LT”) o en células MA-104 (vacunas “MA-HT” y “MA-LT”).

55
La concentración de antígeno se formuló usando el título infeccioso de SBV antes de la inactivación con etilenimina 
binaria (BEI) usando un protocolo largo (usando 10 mM de BEI durante 72 horas a 37 °C) o un protocolo corto 
(usando 2 mM de BEI durante 12 horas a 37 °C).

Los candidatos de vacuna contenían la siguiente concentración de antígeno: 6,1 log10 50 % de dosis infecciosas de 60
cultivo tisular por ml (TCID50/ml) (MA-HT) o 5,7 log10 TCID50/ml (BHKCT-HT, BHK13-HT, MA-LT) o 4,7 log10 TCID50 

/ml (BHK13-LT). Se usaron como adyuvantes saponina e hidróxido de aluminio (0,125 μg de saponina por 1 ml y 
6,65 mg de hidróxido de aluminio por ml en todas las formulaciones candidatas de vacuna). Todas las formulaciones 
se ensayaron para determinar la ausencia de contaminación bacteriana y por duplicado para comprobar el éxito de 
la inactivación mediante dos pases ulteriores en células BHK-21. Los valores de pH de cada vacuna prototípica se 65
ajustaron a 6,8-7,2 a 20 °C. Las vacunas se mantuvieron a 4 °C hasta su uso.
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Tabla 1: Vacunas y grupos de animales

Vacunas Animales
Nombre Línea celular Título infeccioso 

usado
Inactivación Grupo de 

animales
Cantidad de 
animales

5,7 log 10
BHKCT-HT BHK-21 clon CT TCID50/ml protocolo largo A (ovejas) S01 - S05

G (vacas) C01 - C06
5,7 log10

BHK13-HT BHK-21 clon 13 TClD50/ml protocolo corto B (ovejas) S06 - S10
4,7 log 10

BHK13-LT BHK-21 clon 13 TCID50/ml protocolo corto C (ovejas) S11 - S15
6,1 log10

MA-HT MA-104 TCID50/ml protocolo corto D (ovejas) S16 - S20
H (vacas) C07 - C10

5,7 log10
MA-LT MA-104 TCID50/ml protocolo largo E (ovejas) S21 - S25

I (vacas) C11 - C16
control no 
vacunado

F (ovejas) S26 - S30

K (vacas) C17 - C22

Animales
5

Veinticinco ovejas no expuestas anteriormente al SBV de cruces domésticas europeos (7-9 meses de edad) se 
asignaron a 5 grupos de 5 animales cada uno, los cuales se inmunizaron por vía subcutánea con una de las vacunas 
prototípicas (ver la tabla 1). Otras 5 ovejas se mantuvieron como controles no vacunados. Los animales machos y 
hembras se distribuyeron por igual.

10
Además, se asignaron 22 vacas hembras Holstein-Friesian con anticuerpos anti-SBV negativo a cuatro grupos de 
cuatro (grupo H) o seis animales (grupos G, I y K) cada uno. Los animales en el grupo G, H e I se inmunizaron por 
vía subcutánea con vacunas BHKCT-HT, MA-HT y MA-LT, respectivamente. Las vacas del grupo K se mantuvieron 
como controles no vacunados. El día de la primera vacunación, los animales tenían entre 8 y 12 meses de edad.

15
En cada caso, los animales se vacunaron dos veces con un intervalo de separación de tres semanas y tres semanas 
después de la segunda vacunación tanto los animales vacunados como los animales de control se inocularon con 2 
x 0,5 ml de una cepa de campo del SBV que solo se pasó en el hospedador natural. Durante todo el estudio, se 
midieron diariamente las temperaturas corporales rectales y los animales fueron examinados por veterinarios 
respecto a los signos clínicos.20

Recogida de muestras, RT-PCR en tiempo real y serología

Después de la primera vacunación, se recolectaron muestras de suero los días 0, 3, 4, 7 y luego semanalmente. 
Después de la segunda vacunación, se tomaron muestras de suero a intervalos semanales. Después de la infección 25
de estimulación, se tomaron muestras de suero a diario durante los primeros ocho días y los días 14 y 21. Las 
muestras de bazo, amígdalas y ganglios linfáticos mesentéricos y mandibulares se recogen en la autopsia los días 
22-29 después de la infección de estimulación y se homogeneizan en 1 ml de MEM.

El ARN de muestras de suero y de tejido tomadas en la autopsia se extrajo usando el kit MagAttract Virus Mini M4 8 30
Kit para la extracción automatizada (Qiagen, Alemania) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las 
cargas del genoma SBV se determinaron mediante una PCR en tiempo real por transcripción inversa (RT-qPCR) (7) 
con un patrón externo basado en el segmento genómico S. Por otra parte, se analizaron muestras de suero con 
ELISA para la detección de anticuerpos anti-SBV comercializado (ID Screen® Schmallenberg Virus Indirect, IDvet,
Francia) usando el corte recomendado del 70 % de densidad óptica relativa en comparación con el control positivo y 35
en un ensayo de microneutralización estándar.

3. Resultados 

Observaciones clínicas y examinaciones post-mortem40

Después de la primera vacunación con los prototipos de vacuna, no se observaron efectos colaterales adversos; 
ninguno de los animales mostró fiebre ni ningún otro signo clínico. Después de la segunda vacunación, una de las 
vacas inmunizada con vacuna MA-HT (grupo H) desarrolló inflamación de grado bajo en el sitio de inyección durante 
2 días.45
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Después de la infección de estimulación, una vaca no vacunada desarrolló fiebre el día 3, otra mostró una leve 
diarrea durante tres días. Un animal del grupo I tuvo rinorrea durante un día.

La autopsia de los animales no reveló ninguna lesión macroscópica significativa. Los ganglios linfáticos
mesentéricos de todos los animales salvo uno (S30) no vacunados eran PCR-positivo; en promedio se detectaron 5
2,86E+03 copias genómicas por mg (copias/mg). Además, se halló ARN del SBV en los ganglios linfáticos
mandibulares de 3 de 5 ovejas no vacunadas (S27 - S29) y de todas las vacas de control (promedio 2,68E+01 
copias/mg), las amígdalas de S27 - S29 y C18 - C20 (promedio 9,90E+01 copias/mg) y bazos de 4 de 5 ovejas no 
vacunadas (S26 - S29; promedio 4,57E+03 copias/mg) y de dos terneros de control (C17, C21; promedio 1,40E+01 
copias/mg). No se detectó ARN viral en ninguno de los animales vacunados.10

Respuesta de anticuerpos

El día de la primera vacunación, todos los animales eran negativos en ambos ensayos serológicos.
15

Antes de la infección de estimulación, no se pudieron detectar anticuerpos en los animales no vacunados. Tres 
semanas después de la infección, todas salvo una (S30) de las ovejas y vacas de control fueron positivas en el 
ensayo de neutralización. Se hallaron anticuerpos en vacas y también en 2 de 5 ovejas no vacunadas (S26, S29) por 
ELISA. A pesar de una mayor DO de la muestra respecto del valor de DO del control positivo (S/P), tanto las ovejas 
S27 como S28 de control fueron negativas en el ELISA.20

Tres semanas después de la primera inmunización con la vacuna BHKCT-HT, BHK13-HT o BHK13-LT (SBV 
cultivado en células BHK), todas las ovejas y vacas fueron negativas en el ELISA, mientras que en S07, S08, S10 
(BHKCT-HT) y S04 (BHK13- HT) se detectaron títulos de anticuerpos bajos en el ensayo de neutralización. Después 
de la segunda vacunación, se detectaron anticuerpos en al menos un ensayo serológico, en la mayoría de los casos, 25
se observó un considerable aumento de anticuerpos neutralizantes. Tres semanas después de la infección de 
estimulación, 8 de 15 ovejas (S04, S06, S07, S09, S10, Sil, S12, S15) y 5 de 6 vacas (C01 - C05) eran positivas en 
ambos ensayos, 7 ovejas (S01 - S03, S05, S08, S13, S14) y las demás vacas (C6) eran positivas en el ensayo de 
neutralización solo y S15 en el ensayo de ELISA solo.

30
Después de una inmunización con vacunas MA-HT o MA-LT (SBV cultivado en células MA-104), todas las vacas y 
todas las ovejas salvo dos fueron negativas en ambos ensayos serológicos. S22 y S23 tenía títulos de 1:5 y 1:7, 
respectivamente, en el ensayo de neutralización. Después de la segunda vacunación, en S19, S24, C08 y C14 no se 
pudieron detectar anticuerpos. S16, S21, C07, C09 y C10 dieron positivo en ambos ensayos serológicos, mientras 
que los demás animales eran positivos en el ensayo de neutralización solo. Tres semanas después de la infección 35
de estimulación, todas las ovejas del grupo D y 4 de 5 ovejas del grupo E eran positivas en el ensayo de 
neutralización, en los animales S16 se pudieron detectar anticuerpos por ELISA y el animal S24 era negativo en 
ambos ensayos. En todas las vacas del grupo H (título alto de SBV), los anticuerpos eran detectables por ELISA y el 
ensayo de neutralización. Lo mismo se aplica a C12 y C13 (grupo I, título bajo de SBV), C11, C15 y C16 fueron 
positivos solo en el ensayo de neutralización y en C14 no se pudieron detectar anticuerpos con ningún ensayo.40

Después de la segunda inmunización, se observó un incremento de los títulos de anticuerpos neutralizantes 
promedio, mientras que, después de la infección de estimulación, la mayoría de los títulos de neutralización 
quedaron constantes en todos los grupos vacunados.

45
RT-PCR en tiempo real

Después de la primera vacunación, no se detectó el genoma de SBV en ningún animal (datos no mostrados), 
confirmando el éxito de la inactivación de SBV con un procedimiento de inactivación de BEI corto y largo.

50
Después de la infección de estimulación, todas salvo una (S30) de las ovejas no vacunadas dieron positivo en la RT-
qPCR entre el día 2 y 4 (S27 - S29) o 5 (S26). En 1 de 6 vacas no vacunadas (C19), el genoma de SBV se detectó 
por primera vez el día 1 después de la infección, los otros 5 terneros dieron positivo por primera vez el día 2. El 
genoma de SBV permaneció detectable hasta el día 5 (C17, C19 - C21), 6 (C22) o 7 (C18). Tres de 6 vacas 
inmunizadas con vacuna MA-LT (C12, C13, C16) eran positivas en la RT-qPCR el día 3, mientras que los animales 55
vacunados con vacunas MA-HT no desarrollaron ARNemia (ARN en la sangre) después de la estimulación.

En muestras séricas tomadas de todas las ovejas vacunadas, de las ovejas de control S30 y de todas las vacas de 
los grupos G y H (grupos de vacuna de título alto), no se pudo detectar ARN viral después de la infección de 
estimulación.60

4. Conclusión

Se desarrollaron cinco diferentes formulaciones de vacuna inactivada y se ensayaron después en vacas y ovejas. En 
los experimentos, ninguno de los animales mostró efectos adversos significativos y todos los animales se 65
seroconvirtieron después de la vacunación. Por otra parte, la mayoría pero no todos los animales desarrollaron 
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niveles de anticuerpos de SBV neutralizantes detectables después de la vacunación. Hay que destacar que después 
de la infección por estimulación, se previno completamente la ARNemia con cuatro vacunas prototípicas y se 
redujeron considerablemente con la quinta. Estos datos sugieren que la protección de la infección viral está mediada 
solo parcialmente por anticuerpos neutralizantes y que mecanismos adicionales aún no determinados, más 
probablemente asociados con la inmunidad celular, contribuyeron esencialmente con la remisión del virus después 5
de la estimulación con SBV. Las dos principales características de vacunas inactivadas son (i.) la completa 
inactivación del virus infeccioso, que se demostró por pases de cultivo celular y la ausencia de ARNemia después de 
la primera inmunización y (ii.) la inducción de la inmunidad de protección. A pesar de que los anticuerpos 
neutralizantes no se detectaron en todos los animales vacunados antes de la infección de estimulación, se evitó la 
ARNemia por completo por medio de cuatro vacunas prototípicas y se redujo considerablemente por la quinta. En el 10
presente estudio, la detección de ARN viral en el sistema linforreticular se usó como herramienta de diagnóstico 
aparte de la ARNemia. En contraste con los controles, todos los animales vacunados eran claramente negativos 
para el ARN del SBV en el sistema linfoide (en los órganos linfoides al momento de la autopsia) como los ganglios 
linfáticos mesentéricos. Una de las ovejas de control no vacunadas no mostró ARNemia, ni muestras de tejido RT-
qPCR-positivo, ni seroconversión después de la infección de estimulación, razón por la cual la observación aún 15
sigue sin aclarar. Las posibles explicaciones son una inyección fallada o un status de resistencia (natural) a la 
infección por SBV.

Sin embargo, la ausencia de ARN detectable en la mayoría de los grupos de vacuna permite sacar la conclusión de 
que, aunque no se puedan detectar genomas virales (en el suero), no se pudo transmitir un virus de estimulación al 20
feto.

A pesar de que se evitó una ARNemia o se redujo notablemente por medio de vacunación, los anticuerpos no se 
detectan en todos los animales antes de la infección de estimulación en cada ensayo. En general, la correlación del 
ensayo ELISA y el ensayo de neutralización era mayor en muestras de bovinos que de ovinos, en especial después 25
de la infección de estimulación de animales no vacunados.

Los mayores niveles de anticuerpos de todos los grupos de ovejas se detectaron por ensayo de neutralización 
después de la infección de estimulación de ovejas no vacunadas. Lo mismo se observó después de la inmunización 
con varias vacunas contra la fiebre de Rift Valley y posterior estimulación (8), donde las vacunas aplicadas, sin 30
embargo, no proporcionaron una inmunidad estéril, sino solo una reducción de la viremia. Contrariamente a ello, los 
prototipos de vacuna contra el SBV caracterizados en este estudio evitaron la ARNemia en ovejas por completo a 
pesar de un bajo nivel de anticuerpos neutralizantes.

En nuestro estudio, el título de anticuerpos neutralizantes estaba influido por la línea celular de producción y el título 35
viral antes de la inactivación. Una dependencia de la dosis del sobrenadante de cultivo celular usado para la 
preparación de vacunas también se describió para AKAV, independientemente del uso de vacunas inactivadas o 
vivas atenuadas (9; 10). Al menos se describió un nivel de 10

5,5 
TCID50/ml de virus como necesario para el desarrollo 

de vacunas. Como 2 ml de una vacuna que contiene 6,1 log10 TCID50/ml de virus cultivados en células MA-104 
evitaron la ARNemia por completo, aunque en la mitad de los terneros que se inmunizaron con 5,7 log10 TCID50/ml40
el genoma viral era detectable durante un día, se puede asumir una dosis mínima similar para el SBV. Sin embargo, 
en vacunas producidas en células BHK-21, el título viral bajo (5,7 log 10 TCID50/ml) evitó la ARNemia por completo 
en ambas especies animales, en ovejas solamente fueron necesarios 4,7 log10 TCID50/ml.

En conclusión, en esta caracterización de la eficacia preliminar de diferentes candidatos de vacuna, se pudo 45
demostrar una alta eficacia para cuatro de cinco prototipos de vacuna contra el SBV en las dos especies diana
mayores. Como resultado, se demuestra el desarrollo de una vacuna inactivada contra el virus de Schmallenberg, 
que es eficaz y segura en vacas y ovejas. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la vacuna contra 
el SBV inactivada se puede aplicar con éxito como apoyo de los esfuerzos para el control de la propagación del 
SBV, así como para la prevención de la enfermedad en rumiantes domésticos.50

EJEMPLO 3

A continuación, se describe un procedimiento alternativo de inactivación y un posterior proceso de neutralización, 
que también permitió la producción (las demás etapas de producción se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo 55
1) de una vacuna efectiva para una exitosa prevención de la infección por SBV:

Procedimiento de inactivación

El proceso de inactivación del antígeno final duró un total de 12 horas y la concentración de BEI usada fue de 2 mM. 60
El antígeno final se inactivó por adición de BEI 0,17 M en una proporción de 11,9 ml por litro de antígeno inactivado
(concentración final 2 mM). Después de la adición de BEI, la mezcla se mantuvo bajo agitación a 37+/-1 °C, durante 
12 horas.

Neutralización de BEI residual 65

E13728288
23-02-2017ES 2 617 351 T3

 



16

Una vez completado el proceso de inactivación, se añadió una solución de tiosulfato de sodio 1 M en la proporción 
de 10 ml por litro de antígeno inactivado (concentración final 10 mM), a fin de neutralizar la BEI.

EJEMPLO 4
5

A continuación en la presente memoria se describe una producción alternativa de MSV (solución madre del virus), 
que asimismo permitió la fabricación (las otras etapas del proceso de fabricación se realizaron de acuerdo con el 
Ejemplo 1, en el que la inactivación se realizó tal como se describe en el Ejemplo 3) de una vacuna efectiva para 
una prevención exitosa de la infección por SBV:

10
5. Producción de MSV (solución madre de virus)

El aislado 2 de SBV se usó para la producción de MSV (solución madre del virus). Se infectó una botella de cultivo 
giratoria sembrada con Ma104-Ak (5x107 células) a moi 0,0001. Después de 54 h de incubación, la botella de cultivo 
giratoria se congela a -20 °C, se descongela y se centrifuga a 2.000 g durante 5 min. El sobrenadante se recolectó y 15
las alícuotas de 1 ml se almacenaron a - 80 °C hasta el posterior proceso.

6. Producción de antígeno del SBV

Las células Ma104-Ak (lote celular de trabajo - WCS) se almacenaron congeladas en nitrógeno líquido. El WCS se 20
descongeló y se expandió en matraces de cultivo celular (T160 cm2) usando medio EMEM y gamma FCS 10 % 
irradiado. Las células se tripsinizaron usando tripsina recombinante (origen no animal). Un matraz T160 se tripsinizó 
y se resuspendió en 150 ml de medio EMEM que contenía FCS 2 %. Esta suspensión celular se usó para sembrar 
una botella de cultivo rotatoria (495 cm2). Las botellas de cultivo rotatorias con suspensión celular se colocaron en 
una incubadora a 37 °C y girando a 0,5 rpm. De 12 a 16 h después de la siembra, las células se sembraron a una 25
densidad de 5x107 por botella. Se usó la infección usando una moi de 0,0001. Las células infectadas se incubaron 
de forma continua a 37 °C y girando a 0,5 rpm durante 72-96 h hasta que el efecto citopático (CPE) del SBV 
específico no alcanzara a aproximadamente el 60-70 % de las células. En este punto temporal, las botellas de 
cultivo rotatorias completas se congelaron a -20 °C y se descongelaron en baño de agua a 37 °C y se almacenaron 
a -80 °C hasta su posterior procesamiento.30

EN EL LISTADO DE SECUENCIAS:

La SEQ ID NO:1 corresponde a la secuencia genómica completa de un segmento S de un virus Schmallenberg 
infeccioso (BH80/11-4), 35
La SEQ ID NO:2 corresponde a la secuencia genómica completa de un segmento M de un virus Schmallenberg 
infeccioso (BH80/11-4),
La SEQ ID NO:3 corresponde a la secuencia genómica completa de un segmento L de un virus Schmallenberg 
infeccioso (BH80/11-4),
La SEQ ID NO:4 corresponde a una secuencia de ARN antiparalela (es decir, complementaria e inversa) de SEQ 40
ID NO: 1,
La SEQ ID NO:5 corresponde a la secuencia de ARN antiparalela de SEQ ID NO:2,
La SEQ ID NO:6 corresponde a la secuencia de ARN antiparalela de SEQ ID NO:3,
La SEQ ID NO:7 corresponde a la SEQ ID NO:1, en la que el nucleótido en la posición 9 es “a” en lugar de “g”, y
La SEQ ID NO:8 corresponde a la secuencia de ARN antiparalela de SEQ ID NO:7 y por lo tanto corresponde a 45
la SEQ ID NO:4, en la que el nucleótido en la posición 831 es “u” en lugar de “c”.

Las siguientes cláusulas que se han divulgado en la solicitud como se presentó originalmente también se describen 
en la presente memoria:

50
1. Una composición inmunogénica, que comprende uno o más antígenos del virus de Schmallenberg (SBV).

2. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, en la que la composición inmunogénica 
comprende el SBV.

55
3. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, en la que el antígeno del SBV o el SBV está 
inactivado.

4. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, en la que el SBV comprende:
60

- (a) un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,

- (b) un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de 65
ácido nucleico de SEQ ID NO:2,
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- (c) un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.
5

5. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, en la que el SBV se obtiene por la inactivación del
SBV que comprende:

- (a) un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de 10
ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,

- (b) un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:2,

- (c) un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 15
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

6. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, en la que el SBV comprende:20

- (a) un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

- (b) un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5; 25

- (c) un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6, o

- (d) combinaciones de los mismos.

7. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 3, en la que el SBV está inactivado por tratamiento 30
térmico o con un agente inactivador de virus.

8. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 7, en la que el agente inactivador de virus es un 
compuesto de aziridina.

35
9. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 8, en la que el compuesto de aziridina es etilenimina 
binaria (BEI).

10. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 2, que comprende una cantidad de SBV que es 
equivalente a una titulación de virus de por lo menos aproximadamente 105 TCID50/ml por dosis.40

11. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 2, en la que el SBV tiene un título pre-inactivación
de por lo menos aproximadamente 106 partículas de SBV por mililitro.

12. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, que contiene además uno o más vehículos o 45
excipientes farmacéuticamente aceptables.

13. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 12, en la que uno o más vehículos o excipientes 
farmacéuticamente aceptables se seleccionan del grupo que consiste en disolventes, medios de dispersión, 
adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes 50
isotónicos y agentes retardantes de la adsorción.

14. La composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1, que comprende además hidróxido de aluminio, 
saponina o combinaciones de los mismos.

55
15. Una composición de vacuna para el tratamiento o prevención de acuerdo con el SBV, que comprende la 
composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1.

16. Una composición de vacuna para la prevención o reducción de la viremia o las malformaciones inducidas por 
el SBV, que comprende la composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1.60

17. Una composición de vacuna para la prevención o reducción de la transmisión del SBV, que comprende la 
composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1.

18. Un método para la producción de SBV, que comprende las etapas de:65
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 (a) infectar células con un SBV,
 (b) cultivar las células infectadas y
 (c) cosechar el SBV producido por dichas células.

19. El método para la producción de SBV de acuerdo con la cláusula 18, en el que el SBV se pasa 5
alternativamente entre las células de insecto y las células de mamífero y en el que el método además comprende 
las etapas de:

(a) infectar células de insecto con un SBV,
(b) cultivar las células infectadas de la etapa (a),10
(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b),
(d) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (c) 
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d) y
(f) cosechar el SBV producido por dichas células de la etapa (e).

15
20. El método para la producción de SBV de acuerdo con la cláusula 19, en el que el método además comprende 
las etapas de:

(d) infectar células de mamífero con un SBV,
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d),20
(f) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (e)
(g) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (f),
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g) y
(i) cosechar el SBV producido por las células en la etapa (h).

25
21. El método de acuerdo con la cláusula 18, que comprende las etapas de:

(a) infectar células de insecto con un SBV,
(b) cultivar las células infectadas de la etapa (a),
(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b)30
(d) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (c),
(e) cultivar las células infectadas de la etapa (d),
(f) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (e)
(g) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (f)
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g), y35
(i) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (h).

22. El método de acuerdo con la cláusula 21, que además comprende las etapas de:

(j) infectar células de mamífero con el SBV cosechado en la etapa (i),40
(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j) y
(l) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (k).

23. El método de acuerdo con la cláusula 30, que además comprende las etapas de:
45

(m) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (l), 
(n) cultivar las células infectadas de la etapa (m) y
(o) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (n).

24. El método de acuerdo con la cláusula 19, en el que las células de insecto son células KC y las células de 50
mamífero son células BHK.

25. El método de acuerdo con la cláusula 24, en el que las células de mamífero son células BHK-21.

26. Un método para la producción de SBV inactivado o de una composición inmunogénica de acuerdo con la55
cláusula 3, que comprende las etapas de:

(A) infectar células con un SBV;
(B) cultivar las células infectadas,
(C) cosechar el SBV producido por dichas células e60
(D) inactivar dichas partículas virales por tratamiento térmico o con un agente inactivador de virus

27. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células son células de riñón de mono o células BHK.

28. El método de acuerdo con la cláusula 27, en el que las células de riñón de mono son células Ma104 o células 65
Ma104-AK y las células BHK son células BHK-21.
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29. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se infectan con el SBV a un MOI de 0,00001-
0,01.

30. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se infectan con SBV a un MOI de 0,0001-
0,001.5

31. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se cultivan en un medio que comprende 
aproximadamente FCS 0 %.

32. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se cultivan en un medio que comprende 10
aproximadamente FCS 1-10 %.

33. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se cultivan en un medio que comprende 
aproximadamente FCS 2-6 %.

15
34. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que las células se cultivan a una temperatura de 25-38 °C.

35. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que el SBV comprende:

- (a) un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 20
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,

- (b) un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:2,25

- (c) un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.
30

36. El método de acuerdo con la cláusula 26, en el que el SBV comprende:

- (a) un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento de ARN S tiene una secuencia que tiene al 
menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

- (b) un segmento de ARN M, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al 35
menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5; 

- (c) un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6, o

- (d) combinaciones de los mismos.
40

37. Un SBV, que comprende:

- (a) un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,45

- (b) un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO:2,

- (c) un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 50
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

38. Un SBV, que comprende:
55

- (a) un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8,

- (b) un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5; 

- (c) un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al 60
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6, o

- (d) combinaciones de los mismos.

39. Una composición química que se puede obtener por el método de acuerdo con la cláusula 26.
65
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40. La composición de acuerdo con la cláusula 39, en la que la composición es una composición inmunogénica.

41. La composición de acuerdo con la cláusula 39, en la que la composición es una vacuna.

42. Un método para generar una respuesta inmunitaria al SBV en un animal, que comprende administrar a dicho 5
animal la composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1.

43. Un método de tratamiento o prevención de la infección por SBV en un animal en necesidad de dicho 
tratamiento, que comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente efectiva de la 
composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1.10

44. Un método de tratamiento o prevención de la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV, que 
comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente efectiva de la composición inmunogénica 
de acuerdo con la cláusula 1.

15
45. Un método para inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV en una manada de animales, que 
comprende la etapa de administrar la composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1 a tales animales 
en necesidad del mismo.

46. Un método para prevenir o reducir la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV en una manada de 20
animales, que comprende la etapa de administrar la composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1 a 
dichos animales en necesidad del mismo.

47. Un método para prevenir o reducir la transmisión del SBV en una manada de animales, que comprende la 
etapa de administrar la composición inmunogénica de acuerdo con la cláusula 1 a tales animales en necesidad 25
del mismo.

48. El método de acuerdo con la cláusula 42, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 
dosis o en dos dosis.

30
49. El método de acuerdo con la cláusula 43, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 
dosis o en dos dosis.

50. El método de acuerdo con la cláusula 44, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 
dosis o en dos dosis.35

51. El método de acuerdo con la cláusula 45, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 
dosis o en dos dosis.

52. El método de acuerdo con la cláusula 46, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 40
dosis o en dos dosis.

53. El método de acuerdo con la cláusula 47, en el que la composición inmunogénica se administra en una sola 
dosis o en dos dosis.

45
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REIVINDICACIONES

1. Una composición inmunogénica, que comprende el virus de Schmallenberg (SBV) inactivado.

2. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el SBV comprende:5

- (a) un segmento de ARN pequeño (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:7,
- (b) un segmento de ARN medio (M) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 10
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:2,
- (c) un segmento de ARN grande (L) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una 
secuencia de ácido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO:3 o15
- (d) combinaciones de los mismos.

3. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicho SBV comprende:

- (a) un segmento S de ARN, caracterizado por que el segmento S de ARN tiene una secuencia que tiene al 20
menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO:8,
- (b) un segmento M de ARN, caracterizado por que el segmento M de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 5; 
- (c) un segmento L de ARN, caracterizado por que el segmento L de ARN tiene una secuencia que tiene al 
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6, o25
- (d) combinaciones de los mismos.

4. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el SBV está inactivado por tratamiento 
térmico o con un agente inactivador de virus.

30
5. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 4, en la que el agente inactivador de virus es un 
compuesto de aziridina.

6. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 5, en la que el compuesto de aziridina es 
etilenimina binaria (BEI).35

7. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende una cantidad de SBV que es 
equivalente a una titulación de virus de por lo menos aproximadamente 10

5
TCID50/ml por dosis o en la que el SBV 

tiene un título pre-inactivación de por lo menos aproximadamente 106 partículas de SBV por mililitro.
40

8. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, que contiene además uno o más vehículos o 
excipientes farmacéuticamente aceptables 
o que contiene además hidróxido de aluminio, saponina o combinaciones de los mismos.

9. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 8, 45
en la que dicho uno o más vehículos o excipientes farmacéuticamente aceptables se seleccionan del grupo que 
consiste en disolventes, medios de dispersión, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, 
agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y agentes retardantes de la adsorción.

10. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, para su uso como un medicamento.50

11. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, para su uso como una vacuna.

12. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, para su uso en un método para generar una 
respuesta inmunitaria al SBV en un animal, en el que la composición inmunogénica se debe administrar a dicho 55
animal.

13. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, para su uso en un método de

 tratamiento o prevención de la infección por SBV en un animal o60
 tratamiento o prevención de la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV,

en el que a dicho animal se le debe administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la composición 
inmunogénica.

65
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14. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, para su uso en un método para 

 inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV en una manada de animales o
 prevenir o reducir la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV en una manada de animales, o
 prevenir o reducir la transmisión del SBV en una manada de animales,5

en la que dicha composición inmunogénica se debe administrar a los animales en necesidad del mismo.

15. La composición inmunogénica para su uso de acuerdo con la reivindicación 13 o 14, en la que la composición 
inmunogénica se debe administrar en una sola dosis o en dos dosis.10
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