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DESCRIPCION
Vacuna contra el virus de Schmallenberg (SBV), métodos de produccion y sus usos
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

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

Antecedentes

En noviembre de 2011 se descubrié en Europa un nuevo orthobunyavirus, el virus de Schmallenberg (SBV).
Después de la primera deteccion, los casos notificados de SBV en ovejas, vacas y cabras se acumularon
dramaticamente en varios paises europeos hasta varios miles de casos de corderos y terneros malformados PCR-
positivo (1, 2). El virus fue detectado por metagenomica 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
Schmallenberg (Renania del Norte-Westfalia, Alemania) y, consecuentemente, el virus se denomind virus de
Schmallenberg (SBV). El SBV es un miembro del género Orthobunyavirus que pertenece a la familia Bunyaviridae.
Esta relacionado con los denominados virus del serogrupo Simbu (7).

Los orthobunyavirus tienen un genoma de ARN segmentado de cadena negativa y se transmiten principalmente por
vectores de insectos como insectos diminutos y mosquitos. Los tres segmentos (S, M y L) del genoma del
orthobunyavirus permiten la reasignacion genética que se produce naturalmente dando como resultado la
emergencia de virus con nuevas propiedades biologicas (3). El segmento mas largo L codifica la ARN polimerasa
dependiente de ARN. Los segmentos M codifican las glicoproteinas de la superficie viral Gn y Gc que son
responsables de la fusién celular, la unién viral y la induccion de anticuerpos neutralizantes. El segmento pequefio S
codifica la nucleocapside N que también esta implicada en la fijacion del complemento (4). La relacion entre los
orthobunyavirus se ha determinado frecuentemente solo por la reactividad cruzada serolégica (5). En la era de la
secuenciacion del ADN, se evalud la filogenética de forma adicional por comparacion de secuencias genémicas
parciales (gen N completo y gen Gc parcial) (6). En consecuencia, la informacion de las secuencias genémicas
disponibles y publicadas de genomas de longitud total es escasa. Como consecuencia, los analisis filogenéticos en
profundidad son dificiles. En conclusiéon, no se podia hacer una clasificacion taxonémica detallada y fiable del SBV.
Las investigaciones preliminares mostraron similitudes entre las secuencias de segmentos M y L con secuencias
virales parciales del AKAV vy el virus Aino (AINOV). El gen N estaba mas estrechamente relacionado con el virus
Shamonda (SHAV) (7).

El SBV es un virus tipo Akabane (AKAV) capaz de atravesar la barrera placentaria en vacas y ovejas prefiadas,
infecta el feto y causa defectos congénitos letales durante un estadio susceptible en la prefiez (2). El serogrupo
Simbu, denominado por el virus prototipo, es el serogrupo mas 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 mayoria de los cuales pueden causar malformaciones en rumiantes recién nacidos,
pero también pueden verse afectados los seres humanos. El virus Akabane, por ejemplo, causa defectos congénitos
en rumiantes y circula por Asia, Oceania y Africa, 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.

El SBV fue el primer orthobunyavirus del serogrupo Simbu detectado en Europa. El virus se transmite
aparentemente por vectores de artropodos. Los insectos diminutos mordedores probablemente jueguen un papel
importante en la transmision. De acuerdo con el estado actual de conocimiento, los rumiantes son susceptibles a la
infeccion por SBV. Los animales adultos pueden desarrollar una leve enfermedad, llegado el caso. Sin embargo, con
frecuencia se produce la infecciéon transplacentaria y puede causar una severa malformacién congénita de la
columna vertebral (cifosis, lordosis, escoliosis, torticolis) y del craneo (macrocefalia, braquignatia inferior), asi como
malformaciones variables del cerebro (hidrocefalia, porencefalia, hipoplasia cerebelar, hapoplasia del tronco
cerebral) y de la médula espinal en corderos, cabritos y terneros. La infeccion se extiende rapidamente en grandes
partes de Europa noroccidental. Bélgica, Alemania, Francia, Italia, Luxemburgo, los Paises Bajos, Espafia y el Reino
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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Asi, hay una gran necesidad de vacunas y medicaciones que efectien una rapida induccién de anticuerpos
neutralizantes para la profilaxis y el tratamiento de la infeccidn por el virus de Schmallenberg.

Descripcion de la invencion

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

Asi, la invencion en sus diferentes aspectos se implementa de acuerdo con las reivindicaciones.

En un aspecto, la divulgacion proporciona una composicion inmunogénica que contiene uno o varios antigenos del
virus de Schmallenberg (SBV), en el que la composicidon inmunogénica comprende preferiblemente el SBV.

Preferiblemente, el SBV esta contenido como el uno o mas antigenos del SBV en la composicién de la divulgacion, o
el uno o mas antigenos del SBV es/son preferiblemente SBV, respectivamente. Asi, la composiciéon inmunogénica
de la divulgacion es en particular una composicién inmunogénica que comprende el virus de Schmallenberg (SBV).

Tal como se usa en la presente memoria, el término “antigeno” 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 funcién pretendida de la composicién, se pueden incluir uno o varios antigenos.

El antigeno del SBV o el SBV contenido en la composicién inmunogénica de la invencion esta inactivado.

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

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

La invencion también proporciona una composiciéon inmunogénica que comprende SBV o un antigeno del SBV, en la
que el SBV comprende

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

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

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

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

De acuerdo con otro aspecto, el SBV o el antigeno del SBV se puede obtener mediante la inactivacion del SBV o el
antigeno del SBV, en el que dicho SBV comprende

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

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

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

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

Preferiblemente, dicho SBV comprende dicho segmento de ARN pequeiio (S), dicho segmento de ARN medio (M) y
dicho segmento de ARN grande (L).
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Se entiende que la expresion “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 pequefio (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 %, mas
preferiblemente al menos el 98,5 %, aun mas preferiblemente al menos 99 %, incluso aun mas preferiblemente al
menos el 99,5 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de la SEQ
ID NO:1, o preferiblemente el segmento de ARN pequefio (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 %, mas
preferiblemente al menos el 98,5 %, ain mas preferiblemente al menos el 99 %, incluso ain mas preferiblemente al
menos el 99,5 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de acidos 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 %, mas preferiblemente al
menos el 85 %, aun mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso aun mas preferiblemente al menos el 95 % o, en
particular, el 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de acidos 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 %, mas preferiblemente al
menos el 96 %, incluso aun mas preferiblemente al menos el 98 % o, en particular, el 100 % de identidad de
secuencia con la secuencia de acido nucleicos de SEQ ID NO: 3.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “composicién inmunogénica” en particular se refiere a una
composicion que provocara una respuesta inmunitaria en un mamifero y/o un insecto que ha sido expuesto a la
composicion. Una respuesta inmunitaria puede incluir la induccion de anticuerpos y/o la induccién de una respuesta
de linfocitos T.

La identidad de secuencia en el contexto de la invencion se entiende en base a alineaciones de secuencias por
pares. A los fines de la presente invencion, las alineaciones de secuencias por pares se realizan con ClustalW tal
como esta 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 parametros por defecto (penalizacion por apertura de hueco de 15 y penalizacion por extension
de hueco de 6,66; matriz de peso de ADN: ClustalW 1.6; peso de transicion de 0,5). Las identidades de secuencia
de las secuencias alineadas se calculan usando BioEdit version 7.0.9.0.

Se entiende que la expresién “identidad de secuencia con”, tal como se usa en la presente memoria, es equivalente
a la expresion “identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de”. Asi, tal como se menciona en la
presente memoria, la expresion “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO: 8” es equivalente a la
expresion “identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:4 o SEQ ID NO:8”, la
expresion “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5” es equivalente a la expresion “identidad de secuencia con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:5” y la expresion “identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6” es
equivalente a la expresioén “identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO.6".

Tal como se usa en la presente memoria, se entiende en particular que la expresion “identidad de secuencia con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:X" es equivalente a la expresion “‘identidad de secuencia con la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:X en toda la longitud de la SEQ ID NO: X” o a la expresion “identidad de
secuencia con la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:X en toda la longitud de SEQ ID NO: X",
respectivamente. En este contexto, “X” es cualquier niUmero 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.

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

e 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,

e 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,

y en el que en particular dicho SBV comprende dicho segmento de ARN pequefio (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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e 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 %, mas preferiblemente al menos el 98,5 %, aun mas
preferiblemente al menos el 99 %, incluso aun mas preferiblemente al menos el 99,5 % o, en particular, el
100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:4, o

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

e un segmento de ARN M caracterizado por que el segmento de ARN M tiene una secuencia de ARN que tiene al
menos el 83 %, mas preferiblemente al menos el 85 %, ain mas preferiblemente al menos el 90 %, incluso aun
mas preferiblemente al menos el 95 % o, en particular, el 100 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:5;
ylo

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

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

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

De acuerdo con un aspecto preferido, se afiade BEI al antigeno en una concentracion final de 10 mM o menos, en el
que se sorprendentemente se ha hallado que una concentracién final de menos de 4 mM es suficiente para la
inactivacion del antigeno. Asi, BEI se afade preferiblemente a una concentracion final de menos de 4 mM al
antigeno, mas preferiblemente a una concentracion final de 0,5 a 3,5 mM, lo mas preferiblemente a una
concentracion final de 1 a 3 mM.

Después de la adicion de BEI, la mezcla se mantiene preferiblemente en agitacion durante 48 h o menos
preferiblemente durante 24 h o menos, lo mas 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 mas preferiblemente de 37+/-1
°C.

Ademas, se hall6 que solo una etapa de inactivacion, por ejemplo, por adicién de BEI al antigeno, es suficiente para
la inactivacion del antigeno.

Después del procedimiento de inactivacion, el agente inactivador de virus residual se neutraliza preferiblemente por
adicion de un agente neutralizante a la mezcla, en particular en un exceso molar en comparacion con la cantidad de
agente inactivador de virus afiadido al antigeno. Si se usa un compuesto de aziridina para la inactivacion, entonces
se usa preferiblemente un nucledfilo que abre el anillo de tres miembros para la neutralizacion. BEI se neutraliza
preferiblemente por adicion de tiosulfato de sodio, en particular en un exceso molar de 1,1 a 10 veces, lo mas
preferiblemente en un exceso molar de 2 a 8 veces en comparacion con la cantidad de BEI afiadida al antigeno.

En un aspecto preferido, la composicién inmunogénica de Ia invencion comprende una cantidad de SBV que es
equivalente a un titulo viral de al menos aproximadamente 10° TCID5o/m por dosis, preferiblemente entre 10° a 10’
TCIDso/ml por dosis, mas preferiblemente aproximadamente 10°® TCIDso/ml por dosis.

Sorprendentemente, se hallé que una composicion |nmunogen|ca de la invencién que comprende una cantidad de
SBV que es equivalente a un titulo viral de menos de 10° TCIDso/ml por dosis, preferiblemente menos de 10°
TCIDso/ml por dosis, es suficiente para prevenir ARNemia por SBV en un animal, en particular en ovejas.

Asi, la composiciéon inmunogénica de la |nvenC|on comprende preferiblemente una cantidad de SBV que es
equwalente a un titulo viral de menos de 10°°® TCIDso/ml por dosis preferiblemente menos de 10° TCIDso/ml por
dosis, lo mas preferiblemente entre 10* y 10° TCIDsy/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 transmision del SBV preferiblemente en ovejas.

“ARNemia” tal como se describe en la presente memoria se entiende en particular como la deteccién de ARN (por
ejemplo, por amplificacion basada en de secuencias de acidos nucleicos o PCR por transcripcion 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 invencién, que la viremia inducida por SBV va a la par o
esta acompafada, respectivamente, con ARNemia de SBV en una muestra de suero sanguineo de un animal. Asi, la
viremia inducida por SBV se puede examinar detectando el ARN especifico del SBV en el suero de animales.
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En otro aspecto preferido, la composicion inmunogénica de la invencidon contiene SBV que tiene un titulo de
preinactivacion de al menos aproximadamente 10° particulas de SBV por mililitro preferiblemente entre 10° a 10®
TCIDso/ml de particulas de SBV por mililitro, mas preferiblemente aproximadamente 107 particulas de SBV por
mililitro.

La expresiéon “titulo de preinactivacion”, tal como se usa en la presente memoria, en particular se refiere a la
cantidad de SBV suspendido que se inactiva.

En particular, la composicion inmunogénica de la invencién también contiene uno o mas vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables, en la que dicho uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables se
seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en disolventes, medios de dispersion, adyuvantes, agentes
estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y agentes
retardantes de la adsorcion.

En un aspecto particularmente preferido, la composicién inmunogénica de la invenciéon también contiene uno o mas
adyuvantes preferiblemente hidroxido de aluminio y/o saponina, por ejemplo, Alhydrogel y/o Quil-A, en la que lo mas
preferido es una combinacion de hidréxido de aluminio y saponina.

Otro aspecto se refiere a la composicion inmunogénica de la invencién para su uso como un medicamento
preferiblemente como una vacuna.

Otro aspecto se refiere a la composicion inmunogénica de la invencion 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 transmision del SBV.

Este aspecto en particular se refiere a la composicién inmunogénica de la invencion 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 transmisién del SBV por vectores artropodos, preferiblemente insectos y/o
para prevenir o reducir la transmision del SBV desde el animal prefiado (la madre) hasta el feto.

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

El término “prevenciéon” o “reduccién” o “prevenir’ o “reducir’, respectivamente, tal como se usa en la presente
memoria, significa, pero sin limitacion, un proceso que incluye la administraciéon de un antigeno del SBV,
concretamente el antigeno del SBV de acuerdo con la invencién que se incluye en la composicion de la invencion, a
un animal, en el que el antigeno 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
reduccion de los signos clinicos de una enfermedad causada por el SBV o de los signos clinicos asociados con la
infeccion por SBV, respectivamente. Mas especificamente, el término “prevencién” 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 composicion
inmunogénica de la presente invencion antes de la induccion o el inicio del proceso patolégico causado por el SBV.

En la presente memoria, “reduccion de los signos clinicos asociados con la infeccion por SBV” significa, pero sin
limitacioén, reducir el nimero de sujetos infectados en un grupo, reducir o eliminar el nimero de sujetos que exhiben
signos clinicos de infeccion o reducir la gravedad de cualquier signo clinico que esta presente en los sujetos, en
comparacion con la infeccion de tipo silvestre. Por ejemplo, se ha de referir a cualquier reduccién de la carga de
patégenos, diseminacion de patdgenos, reduccion en la transmision de patégenos o reduccion de cualquier signo
clinico sintomatico de infeccién por SBV, en particular de la transmisién de SBV de la madre al feto o de
malformaciones inducidas por SBV en un feto o recién nacido rumiante. Preferiblemente, estos signos clinicos se
reducen en sujetos que reciben la composicion de la presente invencion en al menos el 10 % en comparacion con
sujetos que no reciben la composicion y se pueden infectar. Mas preferiblemente los signos clinicos se reducen en
sujetos que reciben la composicion de la presente invencion en al menos el 20 % preferiblemente en al menos el 30
%, mas preferiblemente en al menos el 40 % e incluso mas preferiblemente en al menos el 50 %.

La expresion “reduccion de la viremia inducida por el SBV” (o, bien, “reduccion de la ARNemia inducida por el SBV”)
implica, pero sin limitacion, la reduccion del virus SBV que entra en el torrente sanguineo de un animal, en el que el
nivel de viremia, es decir, el numero de copias de ARN del SBV por ml de suero sanguineo o el numero de colonias
formadoras de placa por decilitro de suero sanguineo, se reduce en el suero sanguineo de los sujetos que reciben la
composicion de la presente invencion en al menos el 50 % en comparacion con sujetos que no reciben la
composicion y pueden infectarse. Mas preferiblemente el nivel de viremia se reduce en sujetos que reciben la
composicion de la presente invencion en al menos el 90 % preferiblemente en al menos el 99,9 %, mas
preferiblemente en al menos el 99,99 % e incluso aliin mas preferiblemente en al menos el 99,999 %.
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Tal como se usa en la presente memoria, el término “viremia” se entiende en particular como una condicién en la
que las particulas de virus de Schmallenberg se reproducen y circulan por el torrente sanguineo de un animal, en
particular de un mamifero o de un insecto.

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

Preferiblemente, el mamifero tal como se menciona en la presente memoria es un rumiante. Mas 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, bufalos, camellos, alpacas, llamas, antilopes,
antilopes americanos y nilgés. Lo mas preferiblemente, el mamifero o rumiante tal como se menciona en la presente
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.

Ademas, la invencién proporciona una composicion de vacuna para el tratamiento o prevencion de la infeccion por
SBV o para la prevencion o la reduccion de la viremia o las malformaciones inducidas por el SBV y/o para la
prevencion o la reduccioén de la transmision del SBV, en el que la vacuna comprende la composicién inmunogénica
de la invencion.

En particular, la invencion proporciona una composicion de vacuna, que comprende la composicién inmunogénica
de la invencion, 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 transmisién del SBV por
vectores artrépodos preferiblemente insectos.

El término “malformaciones”, tal como se usa en la presente memoria, en particular se refiere a una malformacion
seleccionada de malformaciéon congénita de la columna vertebral (cifosis, lordosis, escoliosis, torticolis) 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 patas
traseras y/o delanteras. Mas en particular, el término “malformaciones” se refiere a malformaciones en corderos,
cabritos y terneros.

La divulgacion también proporciona un método para la produccion de SBV infeccioso, que comprende las etapas de

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

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

Dicha infeccién de las células con un SBV en particular incluye la unién del virus con una célula, la entrada del virus
en la célula, el desprendimiento del virién en el citoplasma, la replicacion y transcripcion del genoma viral, la
expresion de las proteinas virales y en ensamblaje y liberacion de nuevas particulas virales infecciosas.

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 absorcion de
sobrenadantes celulares que contienen particulas virales, tales como por centrifugacién de un recipiente que
contiene un cultivo de células infectadas con virus y posterior decantacion del sobrenadante celular.

Sorprendentemente, se hallé 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 mamifero.

Asi, la divulgacion en particular se refiere a un método para la produccion 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 mamifero.

Por consiguiente, el método para la produccién de SBV infeccioso de acuerdo con la invencion en particular
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),
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(d) infectar células de mamifero 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 de

(d) infectar células de mamifero 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),
(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 numeracion de las etapas (d)-(i) es equivalente a la numeracién (a')-(f') y se seleccioné por
razones de claridad en vista de las otras etapas descritas en la presente memoria (a partir de la etapa “(j)").

Preferiblemente, el método para la producciéon de SBV de la divulgacion 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)

(d) infectar células de mamifero 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), y

(i) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (h).

Mas preferiblemente el método para la produccion de SBV infeccioso de acuerdo con la divulgacion también
comprende las etapas de:

(j) infectar células de mamifero con el SBV cosechado en la etapa (i),

(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j) y

(I) 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 (1),

(n) cultivar las células infectadas de la etapa (m) y

(o) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (n).

Asi, en un aspecto, el método para la produccién de SBV infeccioso de acuerdo con la divulgacion 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)

(d) infectar células de mamifero con el SBV cosechado en la etapa (c),
(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)

(j) infectar células de mamifero con el SBV cosechado en la etapa (i),
(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j),

(I)  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 (1),
(n) cultivar las células infectadas de la etapa (m) y

(o) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (n).

Las células de insecto usadas en el método para la produccion de SBV de la divulgacion son preferiblemente células
KC.

Como células de mamifero, se usan preferiblemente células BHK, en particular células BHK-21, en el método para la
produccién de SBV de acuerdo con la invencion.
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Lo mas preferiblemente, en el método para la produccién de SBV de acuerdo con la divulgacion, las células de
insecto son células KC y las células de mamifero son células BHK, en particular células BHK-21.

Ademas, la divulgacion también comprende el SBV obtenible por el método para la produccién de SBV de acuerdo
con la invencién.

La divulgacion también proporciona un método para la produccion de SBV inactivado o de una composicion
inmunogénica de la divulgacion que comprende las etapas de:

(A) infectar células con un SBV, en el que las células son en particular células de rifién de mono preferiblemente
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.

Si preferiblemente se usan células Ma104 o células Ma104-AK en el método para la produccién de SBV inactivado o
de la composicién inmunogénica de la divulgacion, 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 composicion
inmunogénica producidos por dicho método se administran a un animal.

En particular, se prefiere si en la etapa (A) del método para la produccion de SBV inactivado o de la composicion
inmunogénica de la divulgacion, las células estan infectadas con un SBV obtenible por el método para la produccion
de SBV de la invencion.

La divulgacion también proporciona, asi, la combinacion de (i) el método de produccién de un SBV infeccioso de la
divulgacion y (ii) el método para la produccion de SBV inactivado o de la composicion inmunogénica de la
divulgacion, en el que dichos métodos se realizan posteriormente.

Preferiblemente, en el método para la produccién de SBV infeccioso de la divulgaciéon y/o en el método para la
produccion de SBV inactivado o de la composicidon inmunogénica de acuerdo con la invencion, las células estan
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 produccién de SBV de acuerdo con la divulgacion y/o en el método
para la produccion de SBYV inactivado o de la composicion inmunogénica de la divulgacion, las células se cultivan en
un medio que contiene 1-10 % de FCS, mas preferiblemente que contiene 2-6 % de FCS y/o si las células se
cultivan a una temperatura de 25-38 °C preferiblemente de 36-38 °C, mas preferiblemente de aproximadamente 37
°C. También es posible cultivar las células en ausencia de FCS.

Ademas, la divulgacion comprende SBV obtenible por el método para la produccion de SBV inactivado o de la
composicion inmunogénica de la divulgacion, y, ademas, la divulgacion también proporciona SBV inactivado
obtenible por la combinacién de (i) el método de produccion de un SBV infeccioso de la invencion vy (ii) el método
para la produccion de SBV inactivado o de la composicion inmunogénica de la divulgacién, en el que dichos
métodos se realizan posteriormente.

En otro aspecto, se prefiere si, en el método para la produccién de SBV infeccioso de la divulgacion y/o en el método
para la produccion de SBV inactivado o de la composicién inmunogénica de la divulgacion, el SBV comprende:

e un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de
secuencia con la secuencia de acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de
SEQ ID NO:2y/o

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

y/o en la que dicho SBV comprende

e 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,

e 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

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,
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La divulgacion también proporciona un SBV, preferiblemente un SBV aislado, que comprende

e un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 %, preferiblemente al menos el 99 % de identidad de
secuencia con la secuencia de acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido nucleico de
SEQ ID NO:2y/o

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

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

e 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,

e 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.

Ademas, la divulgacion comprende una composicion quimica obtenible por medio de cualquiera de los métodos
antes mencionados, en la que la composicion es preferiblemente una composicién inmunogénica, en particular una
vacuna.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicion inmunogénica de la invencion para la preparacion
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 transmision del SBV en un animal que necesita de dicho tratamiento.

Ademas, la invencién proporciona un método para generar una respuesta inmunitaria al SBV en un animal que
comprende administrar a dicho animal la composicion inmunogénica de la invencion.

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

La invencion 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 transmision del SBV en un animal
0 en una manada de animales que comprende la etapa de administrar la composicion inmunogénica de la invencién
a un animal que lo necesita.

En los métodos antes mencionados, la composicion inmunogénica de la invencion o la vacuna de la invencion,
respectivamente, se administra preferiblemente en una dosis individual o mas preferiblemente en dos dosis.

Ejemplo 1
Detalles de un primer aislamiento del SBV

Se usaron extensivamente células BHK-21 para el crecimiento de orthobinyavirus. A continuacion, se aislo el virus
SBV exitosamente por primera vez usando esta linea celular, por investigadores del FLI en noviembre de 2011.
Excepto las BHK, se usaron células de larvas de Culicoides varijpennis (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 dias con sangre alterada por via ultrasénica diluida en medio de Schneider. Las
células se lisaron luego por congelamiento y descongelamiento. Se inoculé una monocapa de células de rifidén de
hamster bebé 21 (BHK, clon 13) con el lisado. Los indculos se eliminaron después de 1 hora y se reemplazaron por
medio esencial minimo de Eagle (EMEM). Después de 5 dias, era visible un efecto citopatico y el sobrenadante de
cultivo dio positivo para el nuevo virus, con un valor Cq de aproximadamente 14 en la cRT-qPCR especifica (aislado
2) y 3x10° de TCID50 por ml.

Proceso de fabricacion: Descripcion general
El proceso de fabricacion, tal como se describe mas abajo, se lleva a cabo segun los métodos de fabricacion

estandar, por ejemplo, en condiciones de esterilidad y después de la verificacion de las condiciones de operacion
correctas como la filtracion de aire.
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Descripcion del proceso de fabricacion
1. Produccion de MSV (solucion madre del virus)

El aislado de SBV 2 se uso6 para la produccion de MSV solucién madre del virus). Se infectaron botellas de cultivo
rotatorias sembradas con células BHK-21 (5x107 células) a MOI 0,0001. Después de 54 h de incubacion, las
botellas de cultivo rotatorias se congelaron a -20 °C, se descongelaron y se centrifugaron a 2.000 g durante 5 min.
Se recolecto el sobrenadante y se almacenaron alicuotas de 1 ml a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

2. Produccion de antigeno del SBV

Las células BHK-21 (lote celular de trabajo - WCS) se almacenaron congeladas en nitrégeno liquido. El WCS se
descongelé y se expandio en matraces de cultivo celular (T160 cm?) usando medio EMEM y gamma FCS 10 %
irradiado. Las células se tripsinizaron usando tripsina recombinante (origen no animal). Un matraz T160 se tripsinizé
y se resuspendié en 150 ml de medio EMEM que contenia FCS 2 %. Esta suspension celular se usé para sembrar
una botella de cultivo rotatoria (495 sz)_ Las botellas de cultivo rotatorias con suspension 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 5x10” por botella. Se usé la infeccion 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 citopatico (CPE) del SBV especifico 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 bafio de agua a 37 °C y se almacenaron a -80 °C hasta su posterior
procesamiento.

La titulacion viral se lleva a cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento:
Materiales necesarios

Células BHK-21 (clon 13)

Matraces T75

Placas de 96 pocillos de fondo plano

Placas de 48 pocillos de fondo plano

Thermo Pipeta de matriz de 8 canales + puntas
Eppendorf Pipeta de 8 canales 50-1250 + puntas
Depdsito para pipetas multicanal

Tripsina + edta

. Medio ZB5

10. Pipetasde 5,10y 25 ml

11. Pipetboy

12. Microscopio invertido

©CONOOAWN =

Procedimiento

Tripsinizar el matraz T75 altamente confluente y resuspender bien las células en 20 ml de medio (FCS 10 %).

Anadir 100 ml de medio (FCS 0 %) y mezclar bien

Verter esta suspension celular se vierte en el depdsito para pipetas multicanal

Usar la pipeta multicanal para llenar 100 ul de suspension celular en los pocillos de las primeras 8 columnas de

placas de 96 pocillos

Dejar las placas a 37 °C en una incubadora de CO- durante 6-12 h para la unién

e Después de transcurrido este tiempo, preparar una placa de 48 pocillos y llenar 1080 pl de medio libre de suero
en cada pocillo

e Inocular en los pocillos de la primera columna 120 ul de material para la titulacion

Usar la pipeta de 8 canales Eppendorf con el programa P/M (pipeta 120 pl y mezclar 620 pl 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 ul en la segunda y mezclar

Desechar las puntas

Repetir este proceso hasta terminar la Ultima columna

Usando la pipeta de matriz, aspirar 800 ul de la primera fila de la placa de 48 pocillos (que contiene diluciones

seriales de una muestra)

e Cuando se fijen las puntas, presionar firmemente, pero no demasiado fuerte porque la funcién de la matriz no
funcionara

e Dispensar 100 ul en 8 filas de la placa de 96 pocillos

e Incubar a 37 °C durante un periodo de 3-4 dias

e Leerlos resultados en el microscopio invertido

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES26173517T3

3. Formulaciones de vacuna
3.1 Procedimiento de inactivacion

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

3.2 Neutralizacion de BEI residual

Una vez completado el proceso de inactivacion, se afiade una solucion de tiosulfato de sodio 1 M en la proporcion
de 5 ml por litro de antigeno inactivado (concentracion 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 acido clorhidrico para obtener un pH de 7,2 + -
0,2.

3.3 Adyuvantes
Se usan Alhydrogel (hidréxido de aluminio) y Quil-A (saponina) como adyuvantes.
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 %rupo (de cuatro animales) se vacuna con
la dosis de vacuna que contiene 10° SBV TCIDso/ml, el segundo con 10° SBV TCIDs¢/ml, el tercero con 10* SBV
TCIDso/ml y finalmente, el cuarto grupo no se vacuna, asi como dos animales dentro del control de contacto. Dentro
de cada grupo, se vacuna a 4 animales por via subcutanea (2 ml) y se vuelven a vacunar 3 semanas mas tarde.
Todos los animales en el estudio se estimulan dos semanas después de la revacunacion (dosis de estimulacion =
10" TCIDso de virus vivo/animal) excepto los animales de control de contacto. Todos los animales no vacunados
desarrollan viremia después de la estimulacion con el SBV, empezando a los 3 dpi (dias después de la infeccion) y
que dura 2-3 dias. Los animales vacunados muestran una viremia significativamente reducida y se redujo a
sintomas no clinicos en comparacion con los animales no vacunados después de la estimulacion con el SBV.

EJEMPLO 2
1. Introduccion

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
infeccion de estimulaciéon experimental.

2. Materiales y métodos
Vacunas

Se produjeron cinco diferentes formulaciones de vacuna prototipicas (Tabla 1); todas ellas eran preparaciones de
SBV inactivado en solucion acuosa. Se cultivd SBV en dos diferentes lineas celulares de rifidn de hamster bebé
(BHK-21) (vacunas “BHKCT-HT”, “BHK13-HT”, “BHK13-LT”) 0 en células MA-104 (vacunas “MA-HT” y “MA-LT”).

La concentracion de antigeno se formulé usando el titulo infeccioso de SBV antes de la inactivacion 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 contenian la siguiente concentracion de antigeno: 6,1 log10 50 % de dosis infecciosas de
cultivo tisular por ml (TCIDs¢/ml) (MA-HT) 0 5,7 log10 TCIDso/ml (BHKCT-HT, BHK13-HT, MA-LT) o0 4,7 log10 TCIDsg
/ml (BHK13-LT). Se usaron como adyuvantes saponina e hidroxido de aluminio (0,125 pg de saponina por 1 ml y
6,65 mg de hidroxido de aluminio por ml en todas las formulaciones candidatas de vacuna). Todas las formulaciones
se ensayaron para determinar la ausencia de contaminacion bacteriana y por duplicado para comprobar el éxito de
la inactivacién mediante dos pases ulteriores en células BHK-21. Los valores de pH de cada vacuna prototipica se
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 Linea celular Titulo infeccioso Inactivacion Grupo de Cantidad de
usado animales animales
5,7 log 10
BHKCT-HT BHK-21 clon CT  TCIDso/ml protocolo largo A (ovejas) S01 - S05
G (vacas) C01 - C06
5,7 l1og10
BHK13-HT BHK-21 clon 13 TCIDso/ml protocolo corto B (ovejas) S06 - S10
4,7 log 10
BHK13-LT BHK-21 clon 13  TCIDso/ml protocolo corto C (ovejas) S11-815
6,11og10
MA-HT MA-104 TCIDso/ml protocolo corto D (ovejas) S16 - S20
H (vacas) Co7 -C10
5,7 log10
MA-LT MA-104 TCIDso/ml protocolo largo E (ovejas) S21-825
| (vacas) C11-C16
control no F (ovejas) S26 - S30
vacunado
K (vacas) C17-C22
Animales

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 via subcutanea con una de las vacunas
prototipicas (ver la tabla 1). Otras 5 ovejas se mantuvieron como controles no vacunados. Los animales machos y
hembras se distribuyeron por igual.

Ademas, se asignaron 22 vacas hembras Holstein-Friesian con anticuerpos anti-SBV negativo a cuatro grupos de
cuatro (grupo H) o seis animales (grupos G, | y K) cada uno. Los animales en el grupo G, H e | se inmunizaron por
via subcutanea con vacunas BHKCT-HT, MA-HT y MA-LT, respectivamente. Las vacas del grupo K se mantuvieron
como controles no vacunados. El dia de la primera vacunacion, los animales tenian entre 8 y 12 meses de edad.

En cada caso, los animales se vacunaron dos veces con un intervalo de separacion de tres semanas y tres semanas
después de la segunda vacunacion 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 pasé 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 clinicos.

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

Después de la primera vacunacion, se recolectaron muestras de suero los dias 0, 3, 4, 7 y luego semanalmente.
Después de la segunda vacunacion, se tomaron muestras de suero a intervalos semanales. Después de la infeccion
de estimulacion, se tomaron muestras de suero a diario durante los primeros ocho dias y los dias 14 y 21. Las
muestras de bazo, amigdalas y ganglios linfaticos mesentéricos y mandibulares se recogen en la autopsia los dias
22-29 después de la infeccion de estimulacion 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
Kit para la extraccion automatizada (Qiagen, Alemania) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las
cargas del genoma SBV se determinaron mediante una PCR en tiempo real por transcripcion inversa (RT-gPCR) (7)
con un patrén externo basado en el segmento genémico S. Por otra parte, se analizaron muestras de suero con
ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-SBV comercializado (ID Screen® Schmallenberg Virus Indirect, IDvet,
Francia) usando el corte recomendado del 70 % de densidad optica relativa en comparacion con el control positivo y
en un ensayo de microneutralizaciéon estandar.

3. Resultados

Observaciones clinicas y examinaciones post-mortem

Después de la primera vacunacion con los prototipos de vacuna, no se observaron efectos colaterales adversos;
ninguno de los animales mostré fiebre ni ningun otro signo clinico. Después de la segunda vacunacion, una de las
vacas inmunizada con vacuna MA-HT (grupo H) desarroll6 inflamacion de grado bajo en el sitio de inyeccion durante
2 dias.
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Después de la infeccién de estimulacién, una vaca no vacunada desarroll6 fiebre el dia 3, otra mostré una leve
diarrea durante tres dias. Un animal del grupo | tuvo rinorrea durante un dia.

La autopsia de los animales no reveld6 ninguna lesion macroscopica significativa. Los ganglios linfaticos
mesentéricos de todos los animales salvo uno (S30) no vacunados eran PCR-positivo; en promedio se detectaron
2,86E+03 copias gendémicas por mg (copias/mg). Ademas, se hall6 ARN del SBV en los ganglios linfaticos
mandibulares de 3 de 5 ovejas no vacunadas (S27 - S29) y de todas las vacas de control (promedio 2,68E+01
copias/mg), las amigdalas 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 detectdé ARN viral en ninguno de los animales vacunados.

Respuesta de anticuerpos

El dia de la primera vacunacion, todos los animales eran negativos en ambos ensayos seroldgicos.

Antes de la infeccidon de estimulacién, no se pudieron detectar anticuerpos en los animales no vacunados. Tres
semanas después de la infeccion, todas salvo una (S30) de las ovejas y vacas de control fueron positivas en el
ensayo de neutralizacion. 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.

Tres semanas después de la primera inmunizacion 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 titulos de anticuerpos bajos en el ensayo de neutralizacion. Después
de la segunda vacunacion, se detectaron anticuerpos en al menos un ensayo seroldgico, en la mayoria de los casos,
se observé un considerable aumento de anticuerpos neutralizantes. Tres semanas después de la infeccion de
estimulacion, 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 demas vacas (C6) eran positivas en el ensayo de
neutralizacion solo y S15 en el ensayo de ELISA solo.

Después de una inmunizacion 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 seroldgicos. S22 y S23 tenia titulos de 1:5 y 1:7,
respectivamente, en el ensayo de neutralizacion. Después de la segunda vacunacion, en S19, S24, C08 y C14 no se
pudieron detectar anticuerpos. S16, S21, C07, C09 y C10 dieron positivo en ambos ensayos serolégicos, mientras
que los demas animales eran positivos en el ensayo de neutralizacion solo. Tres semanas después de la infeccion
de estimulacion, todas las ovejas del grupo D y 4 de 5 ovejas del grupo E eran positivas en el ensayo de
neutralizacion, 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 (titulo alto de SBV), los anticuerpos eran detectables por ELISA y el
ensayo de neutralizacion. Lo mismo se aplica a C12 y C13 (grupo |, titulo bajo de SBV), C11, C15 y C16 fueron
positivos solo en el ensayo de neutralizacion y en C14 no se pudieron detectar anticuerpos con ningun ensayo.

Después de la segunda inmunizacion, se observd un incremento de los titulos de anticuerpos neutralizantes
promedio, mientras que, después de la infeccién de estimulacion, la mayoria de los titulos de neutralizacion
quedaron constantes en todos los grupos vacunados.

RT-PCR en tiempo real

Después de la primera vacunacion, no se detectd el genoma de SBV en ningin animal (datos no mostrados),
confirmando el éxito de la inactivacion de SBV con un procedimiento de inactivacion de BEI corto y largo.

Después de la infeccion de estimulacion, todas salvo una (S30) de las ovejas no vacunadas dieron positivo en la RT-
gPCR entre el dia 2 y 4 (S27 - S29) 0 5 (S26). En 1 de 6 vacas no vacunadas (C19), el genoma de SBV se detectd
por primera vez el dia 1 después de la infeccion, los otros 5 terneros dieron positivo por primera vez el dia 2. El
genoma de SBV permanecié detectable hasta el dia 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-gPCR el dia 3, mientras que los animales
vacunados con vacunas MA-HT no desarrollaron ARNemia (ARN en la sangre) después de la estimulacion.

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 titulo alto), no se pudo detectar ARN viral después de la infeccion de
estimulacion.
4. Conclusion
Se desarrollaron cinco diferentes formulaciones de vacuna inactivada y se ensayaron después en vacas y ovejas. En

los experimentos, ninguno de los animales mostré efectos adversos significativos y todos los animales se
seroconvirtieron después de la vacunacion. Por otra parte, la mayoria pero no todos los animales desarrollaron
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niveles de anticuerpos de SBV neutralizantes detectables después de la vacunacion. Hay que destacar que después
de la infeccidén por estimulacion, se previno completamente la ARNemia con cuatro vacunas prototipicas y se
redujeron considerablemente con la quinta. Estos datos sugieren que la proteccion de la infeccion viral esta mediada
solo parcialmente por anticuerpos neutralizantes y que mecanismos adicionales ain no determinados, mas
probablemente asociados con la inmunidad celular, contribuyeron esencialmente con la remision del virus después
de la estimulacion con SBV. Las dos principales caracteristicas de vacunas inactivadas son (i.) la completa
inactivacion del virus infeccioso, que se demostré por pases de cultivo celular y la ausencia de ARNemia después de
la primera inmunizacién y (ii.) la induccién de la inmunidad de proteccion. A pesar de que los anticuerpos
neutralizantes no se detectaron en todos los animales vacunados antes de la infeccidon de estimulacion, se evit6 la
ARNemia por completo por medio de cuatro vacunas prototipicas y se redujo considerablemente por la quinta. En el
presente estudio, la deteccion de ARN viral en el sistema linforreticular se us6 como herramienta de diagnostico
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 érganos linfoides al momento de la autopsia) como los ganglios
linfaticos mesentéricos. Una de las ovejas de control no vacunadas no mostré6 ARNemia, ni muestras de tejido RT-
qPCR-positivo, ni seroconversion después de la infeccion de estimulacion, razén por la cual la observacion aun
sigue sin aclarar. Las posibles explicaciones son una inyeccion fallada o un status de resistencia (natural) a la
infeccion por SBV.

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

A pesar de que se evitd una ARNemia o se redujo notablemente por medio de vacunacion, los anticuerpos no se
detectan en todos los animales antes de la infeccidon de estimulacion en cada ensayo. En general, la correlacion del
ensayo ELISA y el ensayo de neutralizacion era mayor en muestras de bovinos que de ovinos, en especial después
de la infeccidn de estimulacion de animales no vacunados.

Los mayores niveles de anticuerpos de todos los grupos de ovejas se detectaron por ensayo de neutralizacion
después de la infeccion de estimulacion de ovejas no vacunadas. Lo mismo se observé después de la inmunizacion
con varias vacunas contra la fiebre de Rift Valley y posterior estimulaciéon (8), donde las vacunas aplicadas, sin
embargo, no proporcionaron una inmunidad estéril, sino solo una reduccion 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 titulo de anticuerpos neutralizantes estaba influido por la linea celular de produccion y el titulo
viral antes de la inactivacién. Una dependencia de la dosis del sobrenadante de cultivo celular usado para la
preparacion de vacunas también se describié para AKAV, independientemente del uso de vacunas inactivadas o
vivas atenuadas (9; 10). Al menos se describié un nivel de 10°° TCIDso/ml de virus como necesario para el desarrollo
de vacunas. Como 2 ml de una vacuna que contiene 6,1 log10 TCIDs¢/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 TCIDs¢/ml
el genoma viral era detectable durante un dia, se puede asumir una dosis minima similar para el SBV. Sin embargo,
en vacunas producidas en células BHK-21, el titulo viral bajo (5,7 log 10 TCIDs¢/ml) evité la ARNemia por completo
en ambas especies animales, en ovejas solamente fueron necesarios 4,7 log10 TCIDs¢/ml.

En conclusién, en esta caracterizacion de la eficacia preliminar de diferentes candidatos de vacuna, se pudo
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 propagacion del
SBV, asi como para la prevencion de la enfermedad en rumiantes domésticos.

EJEMPLO 3
A continuacion, se describe un procedimiento alternativo de inactivacion y un posterior proceso de neutralizacion,
que también permitié la produccion (las demas etapas de produccion se llevaron a cabo de acuerdo con el Ejemplo

1) de una vacuna efectiva para una exitosa prevencion de la infeccion por SBV:

Procedimiento de inactivacion

El proceso de inactivacion del antigeno final duré un total de 12 horas y la concentracion de BEI usada fue de 2 mM.
El antigeno final se inactivé por adicion de BEI 0,17 M en una proporcion de 11,9 ml por litro de antigeno inactivado
(concentracion final 2 mM). Después de la adicion de BEI, la mezcla se mantuvo bajo agitacion a 37+/-1 °C, durante
12 horas.

Neutralizacion de BEI residual
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Una vez completado el proceso de inactivacion, se afiadié una solucién de tiosulfato de sodio 1 M en la proporcion
de 10 ml por litro de antigeno inactivado (concentracion final 10 mM), a fin de neutralizar la BEL.

EJEMPLO 4

A continuacién en la presente memoria se describe una produccion alternativa de MSV (solucion madre del virus),
que asimismo permitié la fabricacion (las otras etapas del proceso de fabricacion se realizaron de acuerdo con el
Ejemplo 1, en el que la inactivacion se realizé tal como se describe en el Ejemplo 3) de una vacuna efectiva para
una prevencion exitosa de la infeccion por SBV:

5. Produccién de MSV (solucién madre de virus)

El aislado 2 de SBV se us6 para la producmon de MSV (solucién madre del virus). Se infectd una botella de cultivo
giratoria sembrada con Ma104-Ak (5x10” células) a moi 0,0001. Después de 54 h de incubacion, 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 recolect6 y
las alicuotas de 1 ml se almacenaron a - 80 °C hasta el posterior proceso.

6. Produccion de antigeno del SBV

Las células Ma104-Ak (lote celular de trabajo - WCS) se almacenaron congeladas en nitrégeno liquido. El WCS se
descongelé y se expandio en matraces de cultivo celular (T160 cm?) usando medio EMEM y gamma FCS 10 %
irradiado. Las células se tripsinizaron usando tripsina recombinante (origen no animal) Un matraz T160 se tripsinizd
y se resuspendié en 150 ml de medio EMEM que contenia FCS 2 %. Esta suspension celular se usé para sembrar
una botella de cultivo rotatoria (495 cm ) Las botellas de cultivo rotatorias con suspension 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 5x10” por botella. Se usé la infeccidon 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 citopatico (CPE) del SBV
especifico 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 bafio de agua a 37 °C y se almacenaron
a -80 °C hasta su posterior procesamiento.

EN EL LISTADO DE SECUENCIAS:

La SEQ ID NO:1 corresponde a la secuencia gendmica completa de un segmento S de un virus Schmallenberg
infeccioso (BH80/11-4),

La SEQ ID NO:2 corresponde a la secuencia gendmica completa de un segmento M de un virus Schmallenberg
infeccioso (BH80/11-4),

La SEQ ID NO:3 corresponde a la secuencia genémica 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
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 nucledtido en la posicion 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
la SEQ ID NO:4, en la que el nucleétido en la posicion 831 es “u” en lugar de “c’.

Las siguientes clausulas gue se han divulgado en la solicitud como se presentd originalmente también se describen
en la presente memoria:

1. Una composicidon inmunogénica, que comprende uno o mas antigenos del virus de Schmallenberg (SBV).

2. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, en la que la composicién inmunogénica
comprende el SBV.

3. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, en la que el antigeno del SBV o el SBV esta
inactivado.

4. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, en la que el SBV comprende:

- (a) un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

5. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, en la que el SBV se obtiene por la inactivacion del
SBV que comprende:

- (a) un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

6. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, en la que el SBV comprende:

- (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
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6, o

- (d) combinaciones de los mismos.

7. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 3, en la que el SBV esta inactivado por tratamiento
térmico o con un agente inactivador de virus.

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

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

10. La composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 2, que comprende una cantidad de SBV que es
equivalente a una titulacién de virus de por lo menos aproximadamente 10° TCIDso/ml por dosis.

11. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 2, en la que el SBV tiene un titulo pre-inactivacion
de por lo menos aproximadamente 10° particulas de SBV por mililitro.

12. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, que contiene ademas uno o mas vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

13. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la clausula 12, en la que uno o mas vehiculos o excipientes
farmacéuticamente aceptables se seleccionan del grupo que consiste en disolventes, medios de dispersion,
adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos y agentes retardantes de la adsorcion.

14. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1, que comprende ademas hidréxido de aluminio,
saponina o combinaciones de los mismos.

15. Una composicion de vacuna para el tratamiento o prevencién de acuerdo con el SBV, que comprende la
composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1.

16. Una composicién de vacuna para la prevencién o reduccion de la viremia o las malformaciones inducidas por
el SBV, que comprende la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1.

17. Una composiciéon de vacuna para la prevencion o reduccién de la transmision del SBV, que comprende la
composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1.

18. Un método para la produccién de SBV, que comprende las etapas de:
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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 produccion de SBV de acuerdo con la clausula 18, en el que el SBV se pasa
alternativamente entre las células de insecto y las células de mamifero y en el que el método ademas comprende
las etapas de:

) infectar células de insecto con un SBV,

) cultivar las células infectadas de la etapa (a),

(c) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (b),
) infectar células de mamifero con el SBV cosechado en la etapa (c)
) cultivar las células infectadas de la etapa (d) y

(f) cosechar el SBV producido por dichas células de la etapa (e).

20. El método para la produccién de SBV de acuerdo con la clausula 19, en el que el método ademas comprende
las etapas de:

(d) infectar células de mamifero 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),
(h) cultivar las células infectadas de la etapa (g) y

(i) cosechar el SBV producido por las células en la etapa (h).

21. El método de acuerdo con la clausula 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)

(d) infectar células de mamifero 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), y

(i) cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (h).

22. El método de acuerdo con la clausula 21, que ademas comprende las etapas de:
(i) infectar células de mamifero con el SBV cosechado en la etapa (i),
(k) cultivar las células infectadas de la etapa (j) y
(I)  cosechar el SBV producido por dichas células en la etapa (k).

23. El método de acuerdo con la clausula 30, que ademas comprende las etapas de:
(m) infectar células de insecto con el SBV cosechado en la etapa (1),
(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 clausula 19, en el que las células de insecto son células KC y las células de
mamifero son células BHK.

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

26. Un método para la produccién de SBV inactivado o de una composicion inmunogénica de acuerdo con la
clausula 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 e
(D) inactivar dichas particulas virales por tratamiento térmico o con un agente inactivador de virus
27. El método de acuerdo con la clausula 26, en el que las células son células de rifidn de mono o células BHK.

28. El método de acuerdo con la clausula 27, en el que las células de rindn de mono son células Ma104 o células
Ma104-AK y las células BHK son células BHK-21.
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29. El método de acuerdo con la clausula 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 clausula 26, en el que las células se infectan con SBV a un MOI de 0,0001-
0,001.

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

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

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

34. El método de acuerdo con la clausula 26, en el que las células se cultivan a una temperatura de 25-38 °C.
35. El método de acuerdo con la clausula 26, en el que el SBV comprende:

- (a) un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

36. El método de acuerdo con la clausula 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
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.

37. Un SBV, que comprende:

- (a) un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de
acido 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 acido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

38. Un SBV, que comprende:

(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
menos el 93 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:6, o
(d) combinaciones de los mismos.

39. Una composicién quimica que se puede obtener por el método de acuerdo con la clausula 26.
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40. La composicion de acuerdo con la clausula 39, en la que la composiciéon es una composicién inmunogénica.
41. La composicion de acuerdo con la clausula 39, en la que la composicién es una vacuna.

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

43. Un método de tratamiento o prevencion de la infeccion por SBV en un animal en necesidad de dicho
tratamiento, que comprende administrar a dicho animal una cantidad terapéuticamente efectiva de la
composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 1.

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

45, Un método para inducir una respuesta inmunitaria contra el SBV en una manada de animales, que
comprende la etapa de administrar la composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 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
animales, que comprende la etapa de administrar la composicién inmunogénica de acuerdo con la clausula 1 a
dichos animales en necesidad del mismo.

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

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

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

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

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

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

53. El método de acuerdo con la clausula 47, en el que la composicidon inmunogénica se administra en una sola
dosis o en dos dosis.
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aataaattaa
cagtcagata
gcaataatte
agaaatagtt
attgceatge
aataaagecat
cacgaagagqg
acattctcaa
aatgatggtt
aagaagtcota
ttctgeagta
caaacgattc
gttggagata
tctgaaggga
cgtaaagatg
gaacaagata
tcaagecgtgg
tcaacacaag
gaaggaatgg
agtaactgcy
attaagttaa
gcttacacaa
gaaacatectt

aaagaaggga

aatcaccaca
tatcatgcaa
accagcaaca
gaacaataac
gtactggaat
aatggcaaat
cgaaaactaa
cattcagate
cacctaaatce
ttgcaaatga
ctecaatacaa
atatcgagte
caaatggaga
cgtategatt
tatgtaccgyg
aggaaagatc
gtttatatgg
gtattgaaca
ccgttgatgt
aaatggactc
tcaatgactt
tcattggate
tcatcctteog
atacattaac
gtacaatcaa
caacagteac
cttgogeact
atacatacat
actgceecact
aacctteaat
acatcgagea

ttagcgtaat

24

aaaagtggta
atctaagatg
agcctgcage
tacaaaaata
accatcatge
tgcagaatge
cgatataaca
cagtagttgt
tattaatcat
tttaactatg
aacaatgaca
goacatccoct
aagcctettt
tctatatgaa
gaagtgecoca
aagtaattgg
gtcatgtecaa
azaggatgtt
tctcecaacet
tatgocaaat
aggttogaca
gggaacccca
aagatgettt
tattgottet
ttataaaatt
aatagatgag
caaattgagt
taaaataata
agcaacagag
atctaaaaat
acatgataaa

atttecagect

tgetactcac
tataagtgge
agtgacacac
tgcaaagtaa
aacgtgaaga
tcaaatgget
ctgtactgtt
tcagatatag
ccagatattg
cactacttta
ttgaatgggyg
gcaattaatg
tccattatta
acaggaccca
agoccaatac
ggctgtgaag
gacataataa
gaagtttgta
ttaattageg
ataattgeag
gcaaagaaat
azatttgatt
gataactcat
accagtcata
atgttagggg
atcaggtgtg
accaatacca
gcagtcgate
acagttteag
CcadcCaaadaa
aagtgttcta

ctatttggeca

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080
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acctatektt
tgtttctata
agagaatata

taaatgaata

ctattggaga
catattaata
ccaaatggaa

aataaaaaca

ES26173517T3

ctgacaatat
ccactgtgca
aataaattta

ataaaagata

catatatatg taattattca getgagaagt
<210> 3

<211> 6882

<212> ADN

<213> virus de Schmallenberg

<400> 3

agtagtgtac
aggatcaacc
gctagacatyg
gatgttcecag
cgcaattgta
aaagtatcaa
ggagacgceat
ctgegagata
ataaaccttg
gatgacgaca
attgatgagg
ttagatgaga
gagaaatgga
tttgtgaaag
catgatgaaa
ctgactcaag
gaaacatcaa
totggogagh
gagaacacag
tegaaaagaa
gaacagcagt
aaagattttc

gatactgaca

ccctaattac
agtgtcgaag
actactttgg
cttacgacat
caccagacaa
ctgatcatge
tgtcagaatt
ctatecatgt
attttacttg
gattcctaga
ataccccgga
tggctaaact
atcaaaatet
aggcecgetge
tcacaategy
atgtcagcaa
atgcgacaac
ctacatatat
ctttatatga
ttgatactaa
ttaaactgga
ttggcatagg

aacctactat

aatcactatyg
tgctgaagaa
tagagaggta
acttcttgaa
ttttatcatt
atatggtcaa
gecgtttgat
taattcaaat
gttetttaat
aattgtgaat
gctctattea
gacattccat
acaaaaggtt
aggaatcttt
ttggaatcaa
gcaaaaacea
accaaaacta
aagcgeoatte
agcacacact
actggaaceca
tactgaaata
gggtcacgtg

attagatttec

atataataat
aacggctaaa
agtgataagc
aacaaataac

tttteatgty

gagacataca
gccaaagaca
tgttattacc
tttectgecag
cacaatggeca
aaracttatg
tttgaagttg
caattettgyg
ttgegatece
caaggtgaat
caccctgtcet
gagtctatga
ataaatagat
agatgtgaag
atggttcaaa
tectatteatt
atcaagattyg
agagcattgyg
agcaaactaa
atcaaaatag
atgaatacaa
caattttcaa

adcaaaaagy

25

ctcectttgatt
aggtttattg
cttataacaa
aacatatata

gtagaacact

agattaacat
ttgttgctga
tggatatcga
ctggecactge
agctttatat
aaaagtacac
tgatcatceg
aaatatttgg
tgatatatga
ttacgatgac
ttttggaatt
catttgatge
atggcaatga
ggaactacce
gagtgagtac
tcatatgggg
caaaagcact
gtatgettat
aaagtatgge
gcacggegac
aagacaaatce
aaaagaccat

aagtcattga

atgctaattce
gaatacaatyg
tgagcaatta
tgtggttaca

act

ttttagagat
tcttetecatg
attecggeag
tttcaacatt
cattgactat
ccagatcttt
tgctgacect
geocgetecaae
gaaatataag
tggaccctgyg
ctatgattct
aactcgoggt
ttataacatt
aaaaccaaat
tgagagaaac
tcaacctgac
ccaaaatatt
ggacttttet
aagacagaca
aatttattgg
acatttgeta
tgacgatttg

tttttgcaaa

4140

4200

4260

4320

4373

60
120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9460

1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380



tteccagtatg
tgttatttag
attaaccaga
aaaaatatgt
gcaaacaata
acacttgttt
geattgcatg
ttagataaag
ttgatgtttyg
cacacttcece
ataatgaatt
ccttatacaa
atggeoatata
ataactcaaa
gtatcactaa
ttgecatgaaa
gaccagagat
ttaaatataa
tatattagat
acattcacca
gcaacaaaaa
ccagaatttg
ttaaaaaaag
taccagaaaa
gctatgaaga
aaggataggg
aggatatcta
totaaattga
atgaaacaga
tataaacecac

gatgttttat

aaaatgtaaa
aagaatatgyg
tagggaagte
tggcagtttc
atctgtttgg
acttecttage
cgacatttaa
aacgatgtca
caggagacaa
tgtctataac
cattagecat
agaccagctt
atcaaagaga
aaggtgtgag
aagaatatat
agcatcatgt
taaatatcce
ctatctatge
cacggataga
gectctaaatc
aggctgcaga
ttgatgaaga
caatcccgaa
taaaaaggaa
atcacacaga
aaatatteogt
aagaacgetyg
aaaaattaga
tcaaagaacyg
attectgttaa

tcaaatattt

ES26173517T3

gaaaatacta
tgcaaatatt
aaattactgg
tcaatataat
gtttgtaatg
tgtgttgcat
aactggttca
acgcatagtt
tcecgacacte
caaagctatyg
atccagtcat
ctectgtagta
taaagtagac
agataacaga
taaccaaata
tatgatagat
aggaatatgg
agttgcaaaa
aaacacaaac
atgtattaaa
ttgcatgtca
gttactaaat
ttatattgac
ggagatagat
ttttaagttt
aggogaattt
taagttgaat
agagettgea
ctatttagea
gattgaaatec

ctggttgttt

teocggagata
gcatcatgtt
gettgtatta
aggcacaata
ccttettctg
tctactecte
aaatacctta
agttcaccgg
aatttgactg
ctgtcattga
gttagagatt
atggcaaact
atgaggaata
gacctatcat
tatctaccat
cbtggctaaga
tctacaacac
aatctaataa
aacttaaata
gtaggcgact
aaagagataa
gcaactataa
attatgtcaa
gataaaccca
acattcttta
gaggcaaaaa
ccagatgaga
gagtcotgaaa
gaaatgggag
aatgcagaca

gcoattagate

26

ataatctaga
caaaggatac
aagattttte
cttttogtgt
atattaaagc
agaatgtgat
gtatctetaa
gactttttat
atgtcatgaa
cagaaccatc
atatagcaga
tgattaaaag
totgectaac
caatctggtt
tttacttcaa
caatcttaga
ctagaaaaca
tggacactgc
gatcgatatg
ttgagaaaga
agaagtatac
gacattecacg
ctaaagtatt
ctgtgtatca
acaaaggcca
tgtgcttgta
tgattagtga
tacgattcac
aagcaagcca
tgtcaaaatg

cogeoacttta

gegtatagga
atgggatcag
agtcttgatg
agtgtgttgt
aaagcgatcc
gcaccacggt
aggaatgegt
gttgactaca
ttttacatte
aagatatatg
aaaatttgge
gggatgttat
agattatgaa
tgaaggectat
ttcaaaaggt
tatagaaagg
aactgcaaat
tagacataat
cactatttct
adaaaagctca
aattgcaaac
ctatgaagac
tgattctctyg
tatactctct
aaaaacagca
tttagtggag
accaggcegat
ageagcaact
tatgatcegea
gagtgcecaa

totgeaagaa

1440

1500

1560

1620

15680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



aaagaaagga
gaaatgctet
atgaccaatg
ctcaattaca
aagagagcaqg
gacaatcaca
tttteotgeaa
aagacatata
ccattttectyg
ccatatgagg
cctecatcac
aacatgecttc
gagctgecta
ggtttggaag
catetttgec
aaactgacac
actatgtcat
acaccaagaa
caaaaaacaa
cctcaactat
agatacaaca
atagaacaag
ttgtttggta
acttttgttg
gaggatataa
gcaaacaact
tgttatatge
cgtgettaty
gatatatatc
agaattgcaa
ttgactaaat

atattcatcc

tattgtactt
gtagcatect
gocttatogea
caagtageta
ccactttact
cttcaatagt
aactatttga
taacaaattt
tttatggteyg
atgttgccag
ttgcatggac
caggtcaaat
tagaattgty
cagataatect
gtgaaccaat
aatgtgatat
ctgatgatgg
aattcactac
tacaagaceca
tggttacaaa
gtegtaaatt
tattgtttge
tacaagatga
aaacatatca
agacgatata
tgttaatttc
cggagattaa
taacagataa
atttagaaga
ataatgaaat
tctatcagat

ttccaaaaaa

ES26173517T3

cctatgcaat
tgaccaacgt
aaattgggtc
cctacattea
agaaggggaa
gatgatccaa
aaaaatatgt
catasaggag
ctttattttyg
taggttgtet
tgetattgea
caatgatcct
tggcttaata
aagttattta
ccagcatcaa
tttcagactt
aatgggcgaa
tgcaagtteg
acagaaaatt
aggtgagact
taaagaatca
aaataaacca
cccaaatata
gcaaataaaa
tagcttctgt
aatacaggga
gagccttaaa
ctatgagcaa
atttatagag
taagttaatg
ctgttatgaa

ggcttacact

tatatgcaaa
atcaaacatg
aatattaaac
tgttetatga
gttttagtca
gataaattag
ctaacttttg
ttegtttcac
acatctgttyg
gcaacgcaga
ttaactcagt
acttcatctt
aattcagaat
gttaggttat
tatgagaata
aagcttttaa
actagtgaaa
ttatctagat
gaagaattat
tgtgaagagt
ttgtectatte
atgatagact
aatgatgcta
attgatgtag
ataatgaacg
gtggagatge
gtaatttatce
aaagggatygyg
aagacaaaat
aagcgagatt
tatgtgaaat

cccattgatt
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aaaagctaat
aggatgatat
ggaactggct
atgtttataa
atteotatggt
atgatgatat
gaaatcaage
tttttaatat
gegattgtge
cagcaattaa
ggataacaca
tacctagtca
tacccactat
caaaaagaat
tacatacatg
gatacatgac
tgagatctag
tgcattcata
ttgaatattt
tctgtatgtc
aaaacgcage
atacaagtat
catgtattat
aaaaatttac
accctatatt
aacgattggy
atagtectge
agecagatga
tgaggacaaa
tgaaatttga
caacagaaca

tctgetecatt

tctgcectgat
aatatatgaa
gcaggggaat
ggatatteta
tcattetgat
tgttattgaa
aaatatgaag
ttatggtgayg
ttttettgga
gceatggagca
tagcacatat
tgatagattt
agctatageca
gtccocectata
ggatataagt
gttagactca
gtctcttcetg
tgotgattat
tatageccaac
tgtattgttc
tcagetette
tcatgatagg
tggcaagaag
acttgatgta
agttgettgt
tatgacatge
tctegtatta
aatgcggaga
tatgcaaggy
agtgcaggaa
caaaattaaa

agtaacaggt

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160
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aatctgatat cagacaacaa atggatggtt gttcactatt taaaacaaat aactgtccca 5220
gcaaagaagg cacaaatage cacatctata gatctggaaa tacaaatage ctacgaatgt 5280
ttcaggctaa ttgcacattt tgctgatatg ttcctaaatg atgactccaa aaaagettat 5340
attaatgeaa ttattaacac atatacatac aaggatgttce aaghtatcocag tetetacaag 5400
aaaatcazaa attegagact acgttcazaa attataccat tattatatca cectgggegat 5440
ttgeaacaaa tagacgttga cagatttgat geagaaaaag cagaagagea gatcacatgg 5520
aataactggc aaacatctcg agaatttact actggtccaa ttgatctatc aatcaaaggt 5580
tatggacggt caataaggat cgtaggtgag gacaacaagce ttacagetge agaaatgcaa 5640
ttgtcaagag tgagaagtga tatagtatca aggcatggac aggectttatt gaacaaacct 5700
catgggctaa aattagagaa aatggaacca gtgactgate taaatectaa attatggtat 5760
attgeatace aattgegtga gaaaaagegyg tatcactatg gggtetttag tacatettat 5820
atagaagage ataactcaag gatagaagea toteggatace gtaagactaa taaatggata 5880
ccagtttgoc ctattgetat atcaaaacaa tcatctgatg gaaagoctag tettgcaaaa 5940
atccctatgt taaatattgg ggagattaaa tttacaaaac tacagattge agtagatgat 6000
catgcaatga ttaggaaagc cccatttagt aagatggtgt tctttgatgg cccacccata 6060
cagageggtg geattgacat tggaaagett atgaagaace aaaatattet caatttgagg 6120
ttagataata tacagagtat aacattatta gatttgtgee geatatttte atgecgagyy 6180
tetaaagtgy atcaagatge atttgaatte ttatetgatg aacetttgga tgaagatgtt 6240
attgatgaat tagatagectec acctgeatta gtggtatctt acacaaagaa atcaaccaaa 6300
tccaatagtt tcaazaaatgt tatagttaga gcattgataa gagaatgtga tatatttgaa 6360
gatataatgg acataacaga cgatggattc acatctgata gcaatctaga ggtgttagaa 6420
aacttaacat ggattttaaa tatgetegea acaaatcagt ggtctacaga actgttagea 6480
tgeatacaca tgtgtttata teograatgag atggatcata tetatcacaa tttteaagtt 6540
ccagaaatat ttgtegacaa tecaatetea ttaaatgtaa agtgggatga agtaattatg 6600
ttecttaaaca tactgogaga cagagattac aaatttgage catgggtgtc tatactgaat 6660
cattccttaa ctaaagctat agagtatget tacaaaaaga tggaagagga gaggaagceaq 6720
aaatcaacag gcatcaacaa attcttaaag ggtaaaaaaa tgggtggcag atcaaagttt 6780
gattteocagt agettgatet taaataatac ataatctttg cceocaaatct gtattatata 6840
aataatteta aagtagttte atgtaattag gggeacacta ct 63882

<210> 4

<211> 839

<212> ARN

<213> virus de Schmallenberg

<400> 4

28
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<210>5

aguaguguuc

uacauagaca

cgaauugcug

guccaacaga

cagucauugu

ccuugaggac

uuucggoccee

uaaccucagc

ccuugeangu

cauugueugyg

ugaccccacoe

ccuucuucug

uaccaalaaa

caucuucaaa

<211> 4373
<212> ARN
<213> virus de Schmallenberg

<400> 5

aguaguguuc

acauauauau

ucauuguuau

undcaauaaa

cavaaucaaa

uagaggouga

cuuuuuauca

uugauuuuua

ugucucuguu

ugcuauuauu

gguacucaau

gaucucaucu

cauaauuuua

uccacuuauu

uauugcacgg

caagaagguu

auvuaasaagca

uccauagcogu

ccuaugcauu

aggugcaaau

aaggggcaudg

aucagcaauc

cacaggauuu

aaaaguaaga

guugaggaag

ugccacauac

aaugaauugg

uaccacauga

guuguuauuu

aaggcuuauc

couunuagee

gagauuauna

aduvauunacygc

uguugcucga

gauauugaag

gcuaguggygc

uuaauguang

uugagugege

avugugacug

uaauugauug

ES26173517T3

aacuaucuua

aaauugaaga

cuagcagceag

gcuuuuauuu

uggeggagga

ucaauaacua

ccaagauaca

acaaucugag

caacgugcua

gagacauauu

ucgacacuug

aagacucuag

cogaccuccy

cuugacauau

aaaacuucuc

guuuaucuuu

acuuaaauuu

guuugcacag

uauauauugu

uaauccocuuc

uguaagaugu

guuuugugua

aguuuaacuu

uaucgecaguu

aagocauuce

uugouugugu

uacccacgou

acagaagccu
ucugugauga
gagagaaucc
cuguuauuuu
Cunuuuucau
guggauagaa
uuguavaace
cacuagcuuc
gauauccuga
ggggaaaaug
guugugeagu
caacaccgaa
gguuaaaugu

uucuguaguu

agcugaauaa

uauvuguuuuua

ayuguccauu

ugguauuaau

cagucuccaa

uuuvauaaacu

uucaucuaag

agcagaagcu

aauggaauac

acuguuuauuy

uucaggacag

ugaauaugca

ugaaacuuuu

29

ugcaguauaa

agagguuuag

agauuuggaec

cugagucauc

dadauuuadca

gucaaaagca

auncggcccag

agcuaguuug

cauccuguga

guuauuaacc

cunauquagg

guugaguugu

agcugcauuc

aavaguggag

uuacauauau

auuuauucaun

ugguavauue

auguauagaa

uagasagaua

cugcaaagaco

Jgaauucaaaa

gagcacacac

uegeucugca

gaacaacucc

ceauaacaac

uuguagucaa

uuaugcacuu

uggugugcaa

auguugauac

caggcaagcu

cauucuucag

uccauauugu

ucaaggaaca

gugcaucccu

aggacacuag

aguguaaugg

acuguaaauu

accaucuugyg

ugcccauacu

cguuguggua

cucacuacu

auguguaacc

uuauvaaunuge

ugucauugua

acagaauuag

gguugecaaa

auguagaaca

caauuuuugg

uuacugaaac

ueggaucgac

cgaugguauu

caccacacou

aauccccuaa

ccauaugacu

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

839

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780



gguagaagea

ducaaagcau

uuuugggguu

ugcugucgaa

uavauuugge

uaaagguugy

uucaacance

gucuugacau

gccccaauua

gcouugggeac

uguiiucauan

ggaaaagagg

ugcagggaug

caaugucauu

gugcauaguu

uggaugauua

ugaacaacua

caguguuaua

ugagcauucu

guugcaugau

gcauauuuuu

acugcugeag

alacauciua

gcauaccacu

auccaaguuu

wucuauvugud

uaaauuugac

uuuuguuugu

uauauucaau

ugacauniucce

ucuacauaud

auaguuaaug

cuucgaagga

cccgauccaa

cCcuaagucau

auagagucaa

agaacaucaa

uuunguucaa

gacccauaua

cuugaucuuu

uuccegguac

agaaaucganu

cunusuccan

ugcgacucga

guuuuguauu

aaaucauuug

auagauuuag

cuggaucuga

ucguuaguuu

gcaauuugcc

gguaunuccag

guaguuauug

gouuguugeu

gavuugcaug

uuuugUIgUY

cugugggouc

acguuugcac

ugcgauuuag

uugauuugau

auuauvuuuca

cuagcguggu

uguuuaugag

ES26173517T3

uauvaucuuyg

ugacaucuunu

ugaucccuuc

ugauaucucc

uuugaauagu

cgguacugea

uacuagacuu

aacaaccauc

cocuuugagaa

auaccucuuc

acgaugcuuu

uuggcauggc

uauaacuauu

gaggaauuau

caauaucuga

guguuaauuu

augcauaacyg

ucgaauggygce

auugaugacc

uacuauaugg

uucuuucugc

ggugucuauu

auvauvauaauc

auuugcauac

cuulnuuaucaa

caaggauaaa

gagaaagouu

caagcaagac

ugucaugeud

cugucuuggu

gauucguauu

uuccaagaga

acgauugaau

agaduauaau

dacdauaaacu

uuggauaucu

gaaugauuca

cuuguavauc

auuuauugec

ugugacccaa

gugcuuggea

Alluuauuacu

daduauuaaunc

ucuaauacca

ugocuggaagy

cugaagogcu

auuucgauaa

caaguccagyg

uuuagougaa

cCuuvacauvua

cgauucugaa

ugguucaaac

auguuuguau

uccugggugu

caguauuggu

agauaaugua

ducaacaaau

accuuguaug

ucgaccuaau

aaagegaucu

ugaugugcac

gcacacuccu

30

agacaagacu

gcauggcaaa

uggacugaga

uucccauucu

aauuguaucd

ugggccaugyg

uuauvauucag

aagcaacccc

ccaucuugau

uunuauuccaa

clucugacau

cocugougaua

unugauaccu

uauuuaang

gouauguagu

cuuguauccc

caauuugcugy

acauvaguaaa

caugauccaa

uaagucauau

aucucuaggc

accccuaaayg

gugacaccac
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ugcuuuccau uguauguuac uvugcugaauu gauagugaaa auvauvcaugca cuuggagagqg 2700
gcacaacugu gauuuuaunau acucaunaauna aacuugaguc ucaauvaacac uagauucgga 2760
davasaccua ucuaugacan uvacaguucaa guuuaaacuul uuuauvuaaunu cuuguucguce 2820
uacugaagca ucugaaauud UuucAUUgAl UACAACUGUU Jagouuguul UAUUULTAUA 2880
aaangecaug cacunacuca ggugoucual uguaagouga guugauugaa uguuuuugea 2940
guuaanacua guuucuugeg ucauuacaan uguuaggacu aacagaagca uaaagauuau 3000
caacccgguc cuauuauaac uugauucaaa uuugaacaga cavuucucayg aggoucugug 3060
aauvuguuaag ccocuuguuul cugcgcauac acaacuuagyg cacuuguuug uaaaguugud 3120
cauvuaucuuc aauccacguc guucauguac cauaccacaa aagougcagu ugcaguacaa 3180
gauauacuuu gougecuulu uaaguaanan uaacacaaul augcauguac aggaauauau 3240
aaagcuauau gugucaucaa uugucaagcu unuugauauud gouageucud uuuuacaugu 3300
AAUAUACUCT UCUYJYCAgUU UUUCUAUAUC JaAUACAUUga CUCgAUaUag gugugausaa 3360
ugagaaaaau aucagugaug uuaucacaca uagcacuaua uuggauauuu uacuuuuaca 3420
caauuuccuu guuuucggea augcuuuaua gocagaacaa uuguuacaca ugcgaugcoaa 3480
uuugagugau ucagugguag uguaaaucau uccacagauyg caugucgaug ggcaauvuugu 3540
aaagggaugu acugouiaaca ggcaiuuuuu adacdaduuud Aaauauuugu uguacauaua 3600
agcauauaau uucacaaaug gauaaaauau aggaaugaac acauauacua uauvauguuuu 3660
cgucaauauc aucaucauga cagacccaac uaauaugaaa guuacuagoa guauuaauud 3720
aagauucgua caaaaugauu cgaucaucaa uuccggcagg auugauccuu uaaaavagog 3780
ggugcaugac uuauggguau ggaaacaugc augaaaauua aguguuuuua auccacaugu 3840
vaccucaaug gauucgcaug uguuuuccaa aggaaucuca auuuuguuuu uaaaccaace 3900
uganacauge auugugcedcd agauucggua gugguuaauu cgavaugaau udaauauaac 3960
uucgecagua uduuuaAuuca gugeuauuue goauucaacu cugoauguau geauuuuagg o 4020
gaunaaugug CCagualuau Cualtaucluaa uaucauvaaag gaiacoguggu caucauaaau 4080
uggauugcaa gaaugocaau ccuucaccug auvauaaacga uaauvauuuua uuacagcage 4140
caaccgaucu ccugauuuaun aauguucage avuugauuua augauvagauva uguogucuuu 4200
cacacagcau ucugadacga ccuuugaugu guuaacaguu uuaaccaguu cgccauvucag 4260
gaagcaccua gacccucuag ugccuudcoul aagugggagu gcaaaageua aacaggeuaa 4320
guuagauauc aagacaaugu ugagaageau UUUgauuguyg guaguucacu acu 4373

<210> 6

<211> 6882

<212> ARN

<213> virus de Schmallenberg

<400> 6
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augadacuac

uaagaucaaqg

auuuguugau

cCluauagcuunu

ugucucgcaqg

gauugucgac
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uaauuucauu

anucuucuaa

aguuaucugu

ucuuaaucuc
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ggucaucuug
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uuuuguauuc auuauuucag uvauccaguuu adacugcugu ucccaauvaaa uugucgocgu 5700
gccuauuuug auvugguucca guuuaguauc aauucuuuuc gaugucuguc uugccauacu 5760
uuuuaguuug cuagugugug cuucauauaa agcuguguuc ucagaaaagu ccauaagcau 5820
acccaaugeu cugaaugoge unalanaugu agacusgoca gaaauauuuu ggagugeuuu 5880
ugcaaucuuy autaguuulg guguuguege auuugauguul udgucagguu gadeccauau 5940
gaaaugaaua gaugguuuuu gouugougad auduugague agguuucusu caguasucas 6000
ucuULGAAcC AauUUgAUUCS 3accgauugu gauuudauca ugauuugguul uuggguaguu 6060
cccuucacau cuaaagauud CugCcagegge cucuuucaca aaaauguual aaucavuges 6120
auaucuauuu avaaccuuuu guagauuuug auuccauuuc ucaccgcgag uugcaucaaa 6180
ugucauagac ucauggaaug ucaguuuage Ccaucucaucu Aaagaaucau agaauuccaa 6240
Aaagacaggygy ugugaauaga Jgouceggggu auccucauca AUCCAgUEIUE CAgUCAUCTU 6300
aaanucaccu ugauucadaa unucuaggaa uncuguoagquea uccuutauauu udusauauan 6360
cagggaucgc aaauuaaaga accaaguaaa aucaagguuu auguugagog goccaaauau 6420
uuccaagaau ugauuugaau uaacauggau aguaucucgc agagggucag cacggaugau 6480
cacaacuuca azaucaaacg gcaauucuga caaugogucu ccaaagaucu ggguguacuu 6540
uncauaagul uunUgaccau augcaugauc aguugauacu uuauaguoaa ugauvauaaaqg 6600
cuugccauug ugaaugauaa aauugucugg uguacaauug cgaauguuga aagcagugec 6660
agecuggcaga aauucaagaa guaugucgua agocuggaaca uccugesgga auucgauaud 6720
cagguaauaa cauaccucuc uaccaaagua gucaugucua gocaugagaa gaucagceaac 6780
aaugucuuug gouucuucag cacuucgaca cugguugaunc cuaucucuaa aaauguuaau 6840
cuuguauguc uccauaguga uuguaauuag ggguacacua cu 6882

<210>7

<211> 839

<212> ADN

<213> virus de Schmallenberg

<400> 7
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion inmunogénica, que comprende el virus de Schmallenberg (SBV) inactivado.
2. La composiciéon inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el SBV comprende:

- (a) un segmento de ARN pequefio (S) que tiene una secuencia que es inversamente complementaria a una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 97,8 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
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 acido nucleico que tiene al menos el 82,2 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
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 acido nucleico que tiene al menos el 93 % de identidad de secuencia con la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO:3 o

- (d) combinaciones de los mismos.

3. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 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
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, o

- (d) combinaciones de los mismos.

4. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el SBV esta inactivado por tratamiento
térmico o con un agente inactivador de virus.

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

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

7. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende una cantidad de SBV que es
equivalente a una titulacién de virus de por lo menos aproximadamente 10° TCIDso/ml por dosis o en la que el SBV
tiene un titulo pre-inactivacion de por lo menos aproximadamente 10° particulas de SBV por mililitro.

8. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que contiene ademas uno o mas vehiculos o
excipientes farmacéuticamente aceptables

0 que contiene ademas hidréxido de aluminio, saponina o combinaciones de los mismos.

9. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 8,

en la que dicho uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables se seleccionan del grupo que
consiste en disolventes, medios de dispersion, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y agentes retardantes de la adsorcion.

10. La composicién inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso como un medicamento.

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

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

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

— tratamiento o prevencién de la infecciéon por SBV en un animal o
— tratamiento o prevencién 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 composicion
inmunogénica.
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14. La composicion inmunogénica de acuerdo con la reivindicacion 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 transmision del SBV en una manada de animales,
en la que dicha composiciéon inmunogénica se debe administrar a los animales en necesidad del mismo.

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