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DESCRIPCIÓN 
 
Vacuna recombinante contra el virus de la lengua azul. 
 
SOLICITUDES RELACIONADAS 5 
 
[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente de EE.UU. 11/444 698 presentada el 1 
de junio de 2006. 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 10 
 
[0002] La presente descripción se refiere a vectores que contiene al menos un polinucleótido del género 
Orbivirus de la familia Reoviridae, más específicamente el virus de la lengua azul (o BTV) o al menos una molécula 
de ácido nucleico que codifica al menos un antígeno, inmunógeno o epítopo del BTV, p. ej., vectores de expresión in 
vivo o in vitro que pueden comprender y expresar al menos un polinucleótido del BTV, o vectores de expresión in 15 
vivo o in vitro que pueden comprender y expresar al menos un antígeno, inmunógeno o epítopo del BTV, así como 
composiciones inmunógenas y vacunas contra la enfermedad de la lengua azul; por ejemplo dichas composiciones o 
vacunas que pueden contener uno o más vectores y/o uno o más productos de expresión de los vectores. La 
presente descripción también se refiere a procedimientos para usar los vectores, composiciones y vacunas, que 
incluyen la inmunización y vacunación contra este virus, la expresión de productos de expresión del o de los 20 
polinucleótidos, usando los productos de expresión en ensayos o para generar anticuerpos útiles en los ensayos, así 
como a procedimientos para hacer el o los polinucleótidos, vectores, composiciones, vacunas, ensayos, entre otros.  
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 25 
[0003] La lengua azul (BT, por sus siglas en inglés Bluetongue) es una enfermedad de los rumiantes vírica 
infecciosa transmitida por artrópodos. El ganado vacuno y cabras se pueden infectar fácilmente con el BTV que la 
causa, pero sin lesión vascular extensa y por lo tanto en general estas especies no muestran signos clínicos 
pronunciados. En cambio, la enfermedad en las ovejas se caracteriza por la inflamación catarral de las membranas 
mucosas de la boca, nariz y rumen, y por la inflamación de las bandas coronarias y lámina de las pezuñas. Hay una 30 
excoriación del epitelio y finalmente necrosis de la mucosa bucal; la lengua y boca hinchadas e inflamadas pueden 
tomar un color azul del cual obtiene su nombre la enfermedad (Spreull 1905). La tasa de mortalidad en ovejas se 
calcula en 1-30 %. 
 
[0004] El BTV es el virus prototipo del género Orbivirus (familia Reoviridae) y está compuesto de al menos 24 35 
serotipos diferentes (Wilson y Mecham 2000). Se han identificado diferentes cepas de BTV en todo el mundo a lo 
largo de las zonas tropical y templada. La infección por BTV se ha encontrado tan lejos como 45ºN en Europa, tan 
lejos como 50ºN en Asia y América del Norte y tan lejos al Sur como 35º. El BTV no es contagioso entre rumiantes, 
por lo que la distribución del BTV depende de la presencia de la especie de artrópodo vector de coides sp. 
(mosquitos culicoides), encontrándose diferentes especies de vectores en diferentes regiones del mundo. Datos 40 
recientes sugieren que la deriva genética y el efecto fundador contribuyen a la diversificación de segmentos génicos 
individuales de cepas de campo del BTV (Bonneau, Mullens et al. 2001). Se ha mostrado que los animales 
seropositivos para BTV son resistentes a la reinfección con el serotipo de BTV homólogo. 
 
[0005] La infección de los rumiantes por el BTV es transitoria, mientras que la infección del insecto vector 45 
Culicoides es persistente. La duración de la viremia depende de la especie animal y la cepa de BTV. Se ha descrito 
que la viremia puede ser muy transitoria en ovejas y puede durar hasta 41 días en los individuos infectados por el 
BTV, hasta 42 días en cabras y hasta 100 días en ganado vacuno. Puesto que la infección por BTV del ganado 
vacuno a menudo produce viremia prolongada pero no persistente, el ganado vacuno sirve como un reservorio del 
cual puede ingerir los virus el vector Culicoides y después transmitirlo a otros rumiantes (Anderson, Stott et al. 1985; 50 
MacLachlan 1994; MacLachlan y Pearson 2004). La ecología de muchas especies de vectores Culicoides se 
entiende poco y sus sitios de cría no están caracterizados en gran medida, y sus tasas de dispersión son 
desconocidas. Culicoides sonorensis es el vector principal del BTV en América del Norte. Los insectos hembra 
Culicoides se convierten en persistentemente infectados por el BTV y pueden trasmitir el virus después de un 
periodo de incubación extrínseco de hasta 14 días (Mullens, Tabachnick et al. 1995). Se puede producir el paso del 55 
invierno del BTV en zonas templadas a través de los insectos vectores infectados verticalmente, aunque datos 
recientes indican que hay una expresión reducida de los genes de la cápside externa durante la infección por BTV 
persistente en estados larvarios de los insectos vectores (White, Wilson et al. 2005) 
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[0006] Los viriones del BTV tienen un diámetro de ~69 nm con un recubrimiento de doble cubierta (cápside) 
que a veces está rodeada de una “pseudoenvuelta” de lipoproteínas derivada de membranas celulares de las células 
infectadas. El genoma del BTV incluye 10 segmentos distintos de ARN bicatenario que codifican colectivamente 
siete proteínas estructurales (VP1 a VP7) y cuatro no estructurales (NS1, NS2, NS3 y NS3a) (Roy 1996); 9 de los 
segmentos genómicos son monocistrónicos mientras que el segmento 10 codifica tanto NS3 como NS3A usando un 5 
segundo codón de iniciación dentro del marco. El ARN genómico está encapsidado en la partícula de virión 
icosaédrica por una cápside de proteína de doble capa (Verwoerd, Els et al. 1972). El núcleo icosaédrico consiste en 
dos proteínas principales (VP3 y VP7) y tres minoritarias (VP1, VP4, VP6) y está rodeado por la cápside externa que 
consiste en VP2 y VP5 que son codificadas respectivamente por los segmentos genómicos 2 y 5 (Roy 1996). VP2 es 
responsable de la unión y entrada del BTV en células, neutralización, especificidad de serotipo y hemaglutinación. 10 
Las formas multiméricas de VP2 (dímeros y trímeros) decoran la mayor parte de la superficie de un armazón de VP5 
en la superficie exterior de las partículas víricas (Hassan y Roy 1999). VP2 es la que más varía entre los 24 
serotipos de BTV, y los niveles de anticuerpo contra VP2 se correlacionan con la neutralización de virus in vitro e in 
vivo (Huismans y Erasmus 1981). VP5 también varía notablemente entre los diferentes serotipos y cepas del BTV 
(de Mattos, de Mattos et al. 1994; DeMaula, Bonneau et al. 2000) y aunque hasta la fecha no se han identificado 15 
AcM neutralizantes específicos de VP5, los datos sugieren que esta proteína tiene una función en la neutralización y 
determinación de serotipo a través de su influencia conformacional en VP2 (Huismans y Erasmus 1981; Roy, 
Urakawa et al. 1990; DeMaula et al., 2000). Se inyectó en ovejas VP2 purificada, inmunoadsorbida con suero contra 
núcleo de BTV para eliminar las cantidades en trazas de VP7. Con una dosis inicial de 50 microgramos de VP2 era 
suficiente para inducir anticuerpos que precipitaban VP2, así como anticuerpos neutralizantes e inhibidores de la 20 
hemaglutinación. Estas ovejas estaban completamente protegidas contra la exposición a una cepa virulenta del 
mismo serotipo de BTV. Dosis más bajas de VP2 todavía proporcionaban un nivel significativo de protección incluso 
aunque no se detectaron anticuerpos neutralizantes antes de la exposición (Huismans, van der Walt et al. 1987). 
Resultados recientes muestran que VP2 y NS1 expresan epítopos reconocidos por linfocitos T citotóxicos (CTL) 
(Andrew, Whiteley et al. 1995) mientras que no es probable que VP7 y VP5 tengan epítopos para los CTL. Hasta 25 
ahora VP3, VP4, VP6, NS2 y NS3 no han estimulado una respuesta de CTL en ovejas (Lobato, Coupar et al. 1997). 
La tabla 1 (modificada de (Wilson y Mecham 2000)), resume a continuación los genes del BTV y su función de 
proteína: 
 
Tabla 1. Genes del virus de la lengua azul y proteínas codificadas con situación, propiedades y función de las 30 
proteínas 

Segmento 
genómico 

Proteína Situación Propiedades y función 

L1 
(3954 pb) 
(150 kDa) 

VP1 
Dentro del subnúcleo en el 
eje de orden 5 

ARN polimerasa dependiente de ARN 

L2 
(2926 pb) 
(111 kDa) 

VP2 Cápside externa (trímero) 
Cápside externa, antígeno específico de serotipo, 
proteína de unión a célula de mamífero, epítopos 
neutralizantes 

L3 
(2770 pb) 
(103 kDa) 

VP3 
Capa de cápside del 
subnúcleo (simetría T=2) 

Cubierta de cápside de proteína más interna, capa 
de cápside de subnúcleo, se autoensambla, retiene 
simetría icosaédrica, unión a ARN, interacciona 
con proteínas minoritarias internas 

M4 
(2011 pb) 
(76 kDa) 

VP4 
Dentro del subnúcleo en el 
eje de orden 5 (dímero) 

Enzima de grupos terminales, guanililtransferasa 

M5 
(1638 pb) 
(59 kDa) 

VP5 Cápside externa (trímero) 
Proteína interior de la cápside externa, puede 
afectar a las características del serotipo del virus 

M6 
(1769 pb) 
(64 kDa) 

NS1 Citoplasma Forma túbulos en el citoplasma de la célula 

S7 
(1156 pb) 
(38 kDa) 

VP7 
Núcleo externo (simetría 
T=13, trímero) 

Proteína externa de la superficie del núcleo, 
antígeno específico de serogrupo mayoritario 
inmunodominante, proteína de unión para células 
de insectos vectores, reacciona con anticuerpos 
neutralizantes del núcleo 
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S8 
(1124 pb) 
(41 kDa) 

NS2 
Citoplasma, cuerpos de 
inclusión víricos (VIB) 

Proteína de la matriz de cuerpos de inclusión 
víricos importante, que se une a ARNmc, 
fosforilada, puede estar asociada con la cápside 
externa 

S9 
(1046 pb) 
(36 kDa) 

VP6 
Dentro del subnúcleo en el 
eje de orden 5 

Unión a ARNmc y ARNbc, helicasa, NTPasa 

S10  
(822 pb) 
(24 kDa) 

NS3, 
NS3a 

Membranas celulares 
Glucoproteínas, proteínas de membrana, implicada 
en la salida de la célula 

 
[0007] Lobato y Coupar (Lobato, Coupar et al. 1997) desarrollaron vectores de expresión basados en virus 
vaccinia que contenían diferentes insertos correspondientes a secuencias de nucleótidos que codifican las proteínas 
estructurales VP2, VP5 y VP7 del BTV para estudios tanto in vivo como in vitro. Estos vectores de expresión se 
administraron a conejos y ovejas para evaluar la respuesta inmunitaria con respecto a ELISA y valoración de 5 
anticuerpos neutralizantes, y se ensayó en ovejas la eficacia protectora de las construcciones de VP2 y VP5. VP2, 
VP5 y VP2 + VP5 expresados por el virus vaccinia eran protectores, encontrándose la protección más reproducible 
en animales inmunizados tanto con VP2 como con VP5, sin embargo, la protección incluso con esta construcción 
era variable. 
 10 
[0008] Sería ventajoso proporcionar composiciones de vacuna e inmunógenas mejoradas contra el BTV, y 
procedimientos para hacer y usar dichas composiciones, incluyendo dichas composiciones que proporcionan 
procedimientos de diagnóstico diferenciales, ensayos y kits. 
 
[0009] La cita o identificación de cualquier documento en esta solicitud no es admisión de que dicho 15 
documento está disponible como técnica anterior de la presente invención. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
[0010] La presente invención proporciona una composición inmunógena que induce una respuesta 20 
inmunitaria contra el virus Orbivirus (OV) en un animal susceptible a la enfermedad Orbiviral, que comprende un 
vector que comprende un virus recombinante; en la que el virus recombinante es un avipoxvirus recombinante; en el 
que además el virus recombinante codifica y expresa in vivo en el animal, polipéptidos de la cápside externa del 
Orbivirus; en el que los polipéptidos de la cápside externa de  del Orbivirus son VP2 y VP5; en el que el Orbivirus es 
el virus de la lengua azul (BTV); 25 
 
en la que el virus recombinante comprende una molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que tiene la 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20 y una molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21, en la que la molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que 
tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20 está operativamente unida a un promotor específico de poxvirus, y 30 
la molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21 está 
operativamente unida a un promotor específico de poxvirus; o en la que el virus recombinante comprende una 
molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 y una 
molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2, en la que 
la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 que codifica VP2 de BTV está operativamente unida a un promotor 35 
específico de poxvirus, y la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2 que codifica VP5 de BTV está operativamente 
unida a un promotor específico de poxvirus. 
 
[0011] También se proporciona en el presente documento, el uso de una composición inmunógena de 
acuerdo con la invención, en la fabricación de un medicamento para inducir una respuesta inmunitaria inmunológica 40 
o protectora contra el BTV en un animal. 
 
[0012] Además, se proporciona en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo con la 
invención, en la fabricación de un medicamento para inducir una respuesta inmunológica contra el BTV y contra otro 
patógeno en un animal. 45 
 
[0013] Se proporciona en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo con la invención, 
en la que (a) se formula para administración antes de (b) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (b) se formula 
para la administración antes de (a) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (a) y (b) se formulan para la 
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administración juntos, sea secuencialmente o en mezcla; en el que (a) es la composición inmunógena de acuerdo 
con la invención, y (b) es un antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo aislado del BTV. 
 
[0014] Se proporciona además en el presente documento, el uso de una composición inmunógena de 
acuerdo con la invención, en la fabricación de un diagnóstico diferencial, en el que el diagnóstico se formula para la 5 
administración a un animal y se ensaya en el animal la presencia o ausencia de una proteína de BTV o anticuerpo 
para la misma, no expresada por la composición inmunógena de acuerdo con la invención. 
 
[0015] Se proporciona además todavía en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo 
con la invención para usar en la inducción de una respuesta inmunitaria inmunológica o protectora contra el BTV en 10 
un animal. 
 
[0016] Se proporciona además en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo con la 
invención para usar en la inducción de una respuesta inmunitaria inmunológica o protectora contra el BTV y contra 
otro patógeno en un animal. 15 
 
[0017] Se proporciona en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo con la invención, 
en la que (a) se formula para administración antes de (b) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (b) se formula 
para la administración antes de (a) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (a) y (b) se formulan para la 
administración juntos, sea secuencialmente o en mezcla; en la que (a) es la composición inmunógena de acuerdo 20 
con la invención, y (b) es el antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo aislado del BTV. 
 
[0018] También se proporciona en el presente documento una composición inmunógena de acuerdo con la 
invención, para usar como un diagnóstico diferencial, en el que el diagnóstico se formula para administrar a un 
animal y se ensaya en el animal la presencia o ausencia de una proteína de BTV o anticuerpo para la misma, no 25 
expresada por la composición inmunógena de acuerdo con la invención. 
 
[0019] La presente invención también proporciona un kit que comprende la composición inmunógena de 
acuerdo con la invención y un ensayo para ensayar la presencia o ausencia de la proteína de BTV, en recipientes 
separados, opcionalmente con instrucciones para la administración de la composición inmunógena y/o para realizar 30 
el ensayo. 
 
[0020] Se proporciona además un kit que comprende (a) la composición inmunógena de acuerdo con la 
invención, y (b) el antígeno o inmunógeno o epítopo del mismo, de un patógeno distinto del BTV del animal, o el 
vector contiene y expresa in vivo en el animal una molécula de ácido nucleico que codifica el antígeno, inmunógeno 35 
o epítopo del mismo, o el patógeno inactivado o atenuado distinto del BTV del animal, en el que (a) y (b) están en 
recipientes separados, y el kit comprende opcionalmente instrucciones para la mezcla y/o administración de (a) y (b). 
 
[0021] La presente descripción se refiere a una composición inmunógena o de vacuna para inducir una 
respuesta inmunitaria o respuesta inmunoprotectora contra Orbivirus, en especial el virus de la lengua azul (BTV) en 40 
un animal susceptible al BTV o virus relacionado, que comprende o consiste esencialmente en un vehículo o 
excipiente aceptable en farmacia o veterinaria y un vector que contiene o consiste esencialmente en molécula o 
moléculas de ácido nucleico heterólogas, y que expresa in vivo en el animal una proteína, antígeno, inmunógeno o 
epítopo del mismo del Orbivirus BTV, tal como, pero se limita a polipéptidos VP2 de BTV (L2) y VP5 de BTV (M5). 
 45 
[0022] El vector puede ser un plásmido de ADN recombinante o un virus recombinante, tal como un 
adenovirus recombinante, herpesvirus o poxvirus, p. ej., un avipoxvirus, tal como el virus de la viruela de canarios o 
un virus de la viruela de aves de corral. El animal se puede seleccionar del grupo de ungulados que consiste en 
ovinos, bovinos, porcinos, cabras, antílope, equino, llama y otros.  
 50 
[0023] Ventajosamente, la molécula de ácido nucleico comprende o consiste esencialmente en los 
nucleótidos 20-2887 (SEQ ID NO: 3 y 1) que codifican VP2 de BTV (L2) y respectivamente, nucleótidos 30-1610 
(SEQ ID NO: 4 y 2) que codifican la proteína VP5 de BTV (M5). Una realización preferida de la descripción 
comprende o consiste en moléculas de ácido nucleico de codones optimizados para mamífero. 
 55 
[0024] La composición inmunógena o de vacuna puede comprender además un adyuvante, tal como un 
carbómero. 
 
[0025] La composición inmunógena o de vacuna puede comprender además un antígeno o inmunógeno o 
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epítopo del mismo, de un patógeno distinto del BTV del animal, o un vector que contiene una molécula de ácido 
nucleico que codifica el antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo y la expresa in vivo en el animal, o un patógeno 
inactivado o atenuado distinto del BTV. 
 
[0026] La descripción implica además un kit que comprende o consiste esencialmente en (a) la composición 5 
inmunógena o de vacuna, y (b) el antígeno o inmunógeno o epítopo del mismo de un patógeno distinto del BTV del 
animal, o el vector que contiene una molécula de ácido nucleico que codifica el antígeno, inmunógeno o epítopo del 
mismo y lo expresa in vivo en el animal, o el patógeno inactivado o atenuado distinto del BTV del animal, en el que 
(a) y (b) están en recipientes separados, y el kit comprende opcionalmente instrucciones para la mezcla y/o 
administración de (a) y (b). 10 
 
[0027] La descripción también comprende un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria 
inmunológica o protectora contra el BTV en un animal, que puede comprender administrar al animal la composición 
inmunógena o de vacuna que contiene la molécula de ácido nucleico que codifica el antígeno, inmunógeno o epítopo 
del mismo. 15 
 
[0028] La descripción comprende además un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria 
inmunológica o protectora contra el BTV en un animal, que puede comprender administrar al animal (a) la 
composición inmunógena o de vacuna, y (b) un antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo de BTV aislado, en el 
que (a) se administra antes de (b) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (b) se administra antes de (a) en un 20 
régimen de sensibilización-refuerzo, o (a) y (b) se administran juntos, sea secuencialmente o en mezcla. La 
descripción también implica un kit para llevar a cabo esto, que puede comprender (a) y (b) en recipientes separados, 
opcionalmente con instrucciones para la mezcla y/o administración. 
 
[0029] La descripción comprende además incluso una inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo 25 
contra el BTV, en el que la sensibilización con (a) vacuna(s) de ADN o composición(es) inmunológica(s) o 
inmunógena(s) que contiene(n) o consiste(n) esencialmente en (a) molécula(s) de ácido nucleico que codifica(n) y 
expresa(n) in vivo un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV, y el refuerzo se hace con (a) vacuna(s) o 
composición(es) inmunológica(s) o inmunógena(s) que es(son) una preparación(es) de BTV inactivado o atenuado o 
subunidad (antígeno, inmunógeno y/o epítopo), y/o (a) vacuna de virus recombinante o modificado o 30 
composición(es) inmunológica(s) o inmunógena(s) que contiene(n) o consiste(n) esencialmente en (a) molécula de 
acido nucleico que codifica y expresa in vivo (a) inmunógeno(s), antígeno(s) o epítopo(s) de BTV. Por lo tanto, la 
descripción proporciona un procedimiento de inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo contra el BTV,  
tal como una inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo que comprende administrar a una especie 
animal diana (a) vacuna(s) de ADN o composición(es) inmunológica(s) o inmunógena(s) de la invención (que 35 
contiene o consiste esencialmente en molécula(s) de ácido nucleico que codifica(n) y expresa(n) in vivo antígeno(s), 
inmunógeno(s) o epítopo(s) (como sensibilización) y después administrar (como refuerzo) preparación(es) de BTV 
inactivado y/o BTV atenuado o una subunidad de BTV (antígeno, inmunógeno y/o epítopo)) y/o vacuna de virus 
recombinante o modificado o composición inmunológica o inmunógena que puede comprender molécula(s) de acido 
nucleico que codifica(n) y expresa(n) in vivo inmunógeno(s), antígeno(s) o epítopo(s) de BTV, ventajosamente (a) 40 
vacuna recombinante o composición(es) inmunológica(s) o inmunógena(s) que expresa(n) el inmunógeno, antígeno 
o epítopo in vivo. El refuerzo se puede corresponder ventajosamente con la sensibilización, p. ej., el refuerzo 
contiene o consiste esencialmente en, o expresa al menos un antígeno, epítopo o inmunógeno que es expresado 
por la sensibilización. 
 45 
[0030] El régimen de sensibilización-refuerzo de acuerdo con la descripción se puede usar en animales de 
cualquier edad, ventajosamente animales jóvenes (p. ej., animales que tienen anticuerpos maternos detectables y/o 
en cría o amamantamiento o lactante), animales preadultos (animales que son más mayores que un animal joven, 
pero todavía no han alcanzado la madurez o adultez o una edad para apareamiento o reproducción), animales 
adultos (p. ej., animales que tienen una edad para apareamiento o reproducción o están más allá de este periodo en 50 
la vida), y es ventajoso usar el régimen de sensibilización-refuerzo en hembras embarazadas o hembras antes de 
parir, fecundación o inseminación. 
 
[0031] La descripción también se refiere a dichas composiciones inmunógenas y de vacuna y kits de las 
mismas adecuadas para usar en dichos regímenes de sensibilización-refuerzo, y a los regímenes de sensibilización-55 
refuerzo. La especie hospedante u objetivo en la cual se puede practicar el régimen de sensibilización-refuerzo, 
incluye cualquier especie animal (objetivo u hospedante) susceptible a la enfermedad causada por infección por 
Orbivirus que incluyen mamíferos, reptiles, aves, en especial seres humanos, mamíferos o animales de compañía, 
tales como, pero no se limitan a, a caninos, felinos, equinos, mamíferos o animales de zoológico, tales como 
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animales acuáticos, p. ej., focas, felinos, equinos, reptiles de zoológico, tales como serpientes, cocodrilos, caimanes 
y especies de aves. 
 
[0032] El régimen de sensibilización-refuerzo es especialmente ventajoso para practicar en un animal joven, 
ya que permite la vacunación o inmunización a una edad temprana, por ejemplo, cuando se realiza en un animal 5 
joven la primera administración en el régimen de sensibilización-refuerzo puede ser a una edad en la que el animal 
joven tiene anticuerpos maternos. Otra ventaja de este régimen es que puede proporcionar un grado de seguridad 
para hembras preñadas presentes en el mismo sitio o cerca del joven o unos de otros. Por lo tanto, la descripción 
proporciona un procedimiento de inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo contra el BTV, y el 
procedimiento se puede practicar en un animal joven, tal como un cordero, cachorro de perro o de gato, por ejemplo, 10 
en el que la sensibilización se hace en el momento en el que animal joven tiene anticuerpos maternos contra el BTV, 
con el refuerzo ventajosamente en el momento en el que los anticuerpos maternos pueden estar decayendo o 
disminuyendo o no estar normalmente presentes, tal como un periodo de tiempo después de amamantamiento, 
lactancia. 
 15 
[0033] Por consiguiente, la descripción también implica kits para llevar a cabo un régimen de sensibilización-
refuerzo que comprende o consiste esencialmente en una vacuna o composición inmunológica o inmunógena de 
sensibilización y una vacuna o composiciones inmunológicas o inmunógenas de refuerzo, en recipientes separados, 
opcionalmente con instrucciones para la mezcla y/o administración. 
 20 
[0034] Aún más, la descripción proporciona un procedimiento de diagnóstico diferencial que comprende 
administrar a animales una composición inmunógena o de vacuna y/o un antígeno, inmunógeno o epítopo de BTV, y 
ensayar en los animales la presencia o ausencia de una proteína del BTV o anticuerpo para la misma no expresada 
por la composición inmunógena o de vacuna y/o no presente en el antígeno, inmunógeno o epítopo de TV. La 
descripción implica además un kit para llevar a cabo este procedimiento que comprende la composición inmunógena 25 
o de vacuna y/o el antígeno, inmunógeno o epítopo de BTV, y un ensayo para ensayar la presencia o ausencia de la 
proteína del BTV, en recipientes separados, opcionalmente con instrucciones para la administración de la 
composición inmunógena o de vacuna y/o el antígeno, inmunógeno o epítopo de BTV y/o para realizar el ensayo. 
 
[0035] Hay que indicar que en esta descripción y en particular en las reivindicaciones y/o párrafos, los 30 
términos tales como “comprende”, “comprendido”, “que comprende” y similares, y términos tales como “que consiste 
esencialmente en” y “consiste esencialmente en” tienen el significado adscrito a los mismos en la ley de patentes de 
EE.UU., p. ej., permiten elementos no citados explícitamente, pero excluyen elementos que se encuentran en la 
técnica anterior o que afectan a una característica básica o nueva de la invención. 
 35 
[0036] Estas y otras realizaciones se describen o son obvias en y están abarcadas en la siguiente descripción 
detallada. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LOS DIBUJOS 
 40 
[0037] La siguiente descripción detallada, dada a modo de ejemplo, pero que no se pretende que limite la 
invención solo a las realizaciones específicas descritas, se puede entender mejor junto con los dibujos que 
acompañan. 
 
La figura 1 representa la secuencia de ácido nucleico de VP2 natural de BTV-17 (SEQ ID NO: 3) frente a VP2 de 45 
codones optimizados de BTV-17 sintética (SEQ ID NO: 1). 
La figura 2 representa la secuencia de ácido nucleico de VP5 natural de BTV-17 (SEQ ID NO: 4) frente a VP5 de 
codones optimizados de BTV-17 sintética (SEQ ID NO: 2). 
La figura 3 es un esquema que muestra la construcción del plásmido 043004pPCR-Script que codifica la proteína 
VP2 de BTV sintética optimizada. 50 
La figura 4 es un esquema que muestra un mapa de endonucleasas de restricción del plásmido donador 
pNVH6C5LSP-18. 
La figura 5 es un esquema que muestra la construcción de pCXL148.2, un plásmido donador ALVAC. 
La figura 6 proporciona la secuencia de ácido nucleico del plásmido donador pCXL148.2 (SEQ ID NO: 13) 
La figura 7 es un esquema que muestra la construcción de pALVAC C5H6p-VP2 BTV sintética (pLH2030.2), 55 
plásmido donador. 
La figura 8 es un esquema que muestra la construcción del plásmido 043005pPCR-Script que codifica la proteína 
VP5 de BTV por adición de la secuencia promotora sintética 42Kp del Entomopoxvirus Amsacta moorei al fragmento 
VP5de BTV. 
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La figura 9 es un esquema que muestra el esquema de clonación para la VP5 de BTV sintética optimizada dirigida 
por el promotor 42Kp en el vector de clonación/transportador pCR2.1 TOPO (creando pCR2-42KpVP5) para la 
amplificación del casete 42KpVP5. 
La figura 10 es un esquema que muestra la construcción del vector de homología donador final vector pC5H6pVP2 
42KpVP5 (pLH2078.15) que contiene VP2 optimizada dirigido por el promotor H6 y VP5 de BTV optimizada dirigida 5 
por el promotor 42K con homología de vector con la región C5R de ALVAC. 
La figura 11 proporciona datos de la secuencia de ácido nucleico y proteína para pLH2078.15 (pC5 H6p BTV-VP2 
sintética 42Kp BTV-VP5 sintética), el vector de homología final para la creación de ALVAC+BTV recombinante. A 
describe las SEQ ID NO: 20-21, respectivamente, en orden de aparición. B describe las SEQ ID NO: 20-21 que 
codifican la SEQ ID NO: 19. C describe los nucleótidos 1800-6293 de las SEQ ID NO: 20-21 que codifican la SEQ ID 10 
NO: 19. D describe la SEQ ID NO: 22. 
La figura 12 representa un diagrama de flujo que ilustra la construcción del vector vírico ALVAC recombinante que 
codifica la VP2 y VP5 sintéticas optimizadas de BTV (vCP2289). 
La figura 13 es un mapa de digestión de RE para ALVAC-vCP2289 de BTV recombinante generado a partir de 
plásmido y secuencias de ácidos nucleicos de ALVAC hechos por el programa Vector NTI (Invitrogen, Carlsbad, 15 
CA). 
La figura 14 es un gel de agarosa teñido que muestra la digestión por endonucleasas de restricción del ADN 
genómico preparado a partir de ALVAC+vCP2289 del virus recombinante BTV (compárese con el patrón de bandas 
esperado teórico como se ilustra en la figura 13 anterior). 
La figura 15 muestra un análisis de transferencia Southern de digestión por endonucleasas de restricción de ADN 20 
genómico de vCP2289 hibridado con una sonda de ADN específica de BTV. 
La figura 16 presenta una transferencia Western de lisato de CEF y fracciones de líquido sobrenadante, preparadas 
después de infección con dos aislados diferentes de hibridación de vCP2289 para la expresión de VP5 a partir del 
virus recombinante ALVAC. La sonda de anticuerpo primario era sueros policlonales de conejo específicos dirigidos 
contra VP5 BTV-17 usados con una dilución 1:2000. 25 
La figura 17 es una gráfica de las temperaturas corporales medias de ovejas inmunizadas con vCP2289 comparadas 
con la vacuna de control WNV-CP después de exposición a BTV-17 de tipo natural virulento. 
La figura 18 es una gráfica que muestra el recuento medio de glóbulos blancos (WBC) de ovejas inmunizadas con 
vCP2289 comparadas con una vacuna de control WNV-CP después de exposición a BTV-17 de tipo salvaje 
virulento. 30 
La figura 19 es una gráfica que muestra el recuento medio de linfocitos de ovejas inmunizadas con vCP2289 
comparadas con una vacuna de control WNV-CP después de exposición a BTV-17 de tipo salvaje virulento. 
La figura 20 es una gráfica que muestra el recuento medio de plaquetas de ovejas inmunizadas con vCP2289 
comparadas con una vacuna de control WNV-CP después de exposición a BTV-17 de tipo natural virulento. 
 35 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 
 
[0038] Como se describe en el presente documento, la presente descripción se refiere a vectores que 
contienen al menos un polinucleótido de BTV o al menos una molécula de ácido nucleico que codifica al menos un 
antígeno, inmunógeno o epítopo de BTV, p. ej., vectores de expresión in vivo o in vitro que comprenden al menos un 40 
polinucleótido de BTV o vectores de expresión in vivo o in vitro que comprenden y expresan al menos un antígeno, 
inmunógeno o epítopo de BTV, así como composiciones inmunógenas y vacunas contra la enfermedad de la lengua 
azul; por ejemplo, dichas composiciones o vacunas que contienen uno o más vectores y/o uno o más productos de 
expresión de los vectores. 
 45 
[0039] Ventajosamente, los inmunógenos, antígenos comprenden la proteína de cápside externa VP2 (L2), o 
la proteína de cápside externa VP5 (M5), o epítopos o combinaciones de los mismos, p. ej., VP2 y VP5; VP2; y VP5 
o un fragmento de las mismas. Las combinaciones pueden ser proteínas o poliproteínas separadas. Las 
composiciones o vacunas así obtenidas contienen uno o más vectores que expresan más de una de las proteínas, p. 
ej., diferentes proteínas. Las composiciones o vacunas pueden comprender, o vectores de las mismas expresar, 50 
proteínas de diferentes cepas o aislados de BTV. Por lo tanto, las composiciones o vacunas pueden comprender, o 
los vectores de las mismas expresar, VP2, VP5 o combinaciones de las mismas, en los que VP2 y VP5 son de 
diferentes cepas o aislados. 
 
[0040] En relación con esto, hay que indicar que hay el aislado o cepa de serotipo BTV 17, p. ej., aislados de 55 
campo (depositados como segmentos en GenBank: (de Mattos, de Mattos et al., 1994) [VP2] aislado 17B81, SEQ ID 
No. S72158; (Mecham y Johnson 2005) [VP5] aislado FL99, SEQ ID No: AY855281); y/o American Type Culture 
Collection VR-875™ (depositado como serotipo 17 de BTV; sangre de oveja con enfermedad de la lengua azul 
típica, Wyoming, 1962). Debido a la naturaleza segmentada del genoma del BTV, las secuencias de nucleótidos 
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genómicas para cada segmento se determinan de forma individual para cada segmento de serotipo. La tabla 2 cita 
las secuencias disponibles para el serotipo 17 de BTV. 
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[0041] También se observa que el análisis filogenético comparativo de secuencias de VP2 dentro de los 
serotipos indica un grado de homología, pero existe suficiente variabilidad inherente para permitir la distinción de los 
linajes de virus dentro de un solo serotipo. El serotipo de BTV está controlado principalmente por la proteína VP2 de 
la cápside externa, codificada por el segmento de genoma 2. Se prevé que el análisis de secuencia del segmento 2 
se podría usar no solo para identificar el serotipo de virus sino también, por comparación con secuencias de cepas 5 
de referencia, para identificar los orígenes de cepas de virus individuales. 
 
[0042] Ventajosamente en realizaciones que implican al menos un epítopo presente en, o expresado por 
vector o vectores en, composiciones o vacunas de la descripción, el epítopo o epítopos son de VP2, VP5 o 
combinaciones de los mismos, y el epítopo o epítopos pueden ser de diferentes cepas o aislados. En relación con 10 
esto, se observa que se pueden localizar o cartografiar epítopos en antígenos o inmunógenos de BTV, tales como la 
proteína VP5; véase, p. ej., (Martinez-Torrecuadrada, Langeveld et al. 1999) y (Wang, Du Plessis et al. 1995), la 
proteína VP2 (Heidner, Rossitto et al. 1990; Rossitto y MacLachlan 1992; DeMaula, Bonneau et al. 2000) y la 
proteína VP1 (Huang, Hwang et al. 1995). 
 15 
[0043] Como se describe en el presente documento, la descripción se refiere a procedimientos para usar los 
vectores, composiciones inmunológicas y vacunas, que incluyen la inmunización y vacunación contra este virus, 
para la expresión de polipéptidos codificados por el o los polinucleótidos, y a procedimientos para usar los productos 
de expresión en ensayos o para generar anticuerpos útiles en ensayos, así como a procedimientos para hacer el o 
los polinucleótidos, vectores, composiciones de vacunas, ensayos, entre otros. 20 
 
[0044] La presente descripción se refiere por lo tanto a medios para prevenir y/o combatir enfermedades 
causadas por el BTV, de modo que disminuyan o se anulen los signos clínicos y/o la viremia y/o las lesiones. 
 
[0045] La descripción se refiere a dichas composiciones inmunógenas y de vacuna adecuadas para usar en 25 
diferentes especies animales (objetivo u hospedante) susceptibles a la enfermedad causada por el BTV, que 
incluyen, pero no se limitan a mamíferos, reptiles, aves, en especial seres humanos, mamíferos o animales de 
compañía, tales como caninos, felinos, equinos, mamíferos o animales de zoológico, tales como animales acuáticos, 
felinos, equinos, reptiles de zoológico, y especies de aves. 
 30 
[0046] La descripción se refiere además a procedimientos de inmunización y vacunación que implican 
composiciones inmunógenas y de vacuna, para la especie objetivo u hospedante. Y en este aspecto de la 
descripción, se menciona que como animales salvajes o no domesticados, tales como, pero no se limitan a, aves o 
mamíferos salvajes o no domesticados, las composiciones que comprenden uno o más vectores que expresan uno o 
más epítopos o antígenos o inmunógenos de BTV, se pueden suministrar por el alimento, p. ej., un cebo, o alimento 35 
para mamíferos o aves, dejado para que lo consuman aves o mamíferos salvajes o no domesticados, que incluye o 
contiene el uno o más vectores, de modo que puede darse la administración por vía oral de los mismos al consumir 
el alimento el mamífero o ave. Esta vía de administración puede ser ventajosa cuando el uno o más vectores son 
uno o más poxvirus, p. ej., un avipoxvirus tal como virus atenuado de la viruela del canario atenuado, por ejemplo 
ALVAC, o un virus de la viruela de aves de corral atenuado, por ejemplo TROVAC, o un virus vaccinia, tal como un 40 
virus vaccinia atenuado, por ejemplo NYVAC. Por consiguiente, la descripción contempla la administración oral o por 
mucosa, así como composiciones comestibles que contienen uno o más de los vectores descritos en el presente 
documento, similares al producto para conejos de MERIAL RABORAL™. A partir de esta descripción y el 
conocimiento en la técnica, el experto puede formular alimento comestible para animales para un ave o mamífero, 
que contiene una dosis adecuada de uno o más vectores descritos en el presente documento. Además, la 45 
descripción comprende la administración tópica de composiciones que contienen vectores, véase, p. ej., la patente 
de EE.UU. n.º 6 348 450 en relación con la administración tópica de composiciones de vectores, y dispositivos para la 
administración tópica de composiciones para animales salvajes o no domesticados, véase, p. ej., el documento 
WO01/95715, solicitud de EE.UU. n.º de serie 10/374 627, presentada el 26 de febrero, 2003, para dichos 
dispositivos para roedores y pájaros. 50 
 
[0047] La descripción se refiere además a medios y procedimientos para hacer posibles diagnósticos 
diferenciales, p. ej., procedimientos para hacer, o permitir, una distinción entre un animal infectado por BTV 
patógeno y un animal al que se ha administrado una vacuna o composición inmunógena de acuerdo con la 
descripción. 55 
 
[0048] Además del polinucleótidos que codifica VP2 y VP5, los vectores de expresión de acuerdo con la 
descripción, pueden comprender uno o más de otros polinucleótidos que codifican otras proteínas de BTV, 
preferiblemente proteínas estructurales de BTV y dichas secuencias se seleccionan preferiblemente de las que 
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codifican proteínas víricas estructurales. 
 
[0049] El vector preferiblemente comprende un polinucleótido que codifica regiones que corresponden, p. ej., 
a VP2, VP5 o ventajosamente VP2 y VP5, o epítopos de las mismas; es decir, se considera ventajosa la expresión 
de múltiples proteínas o epítopos de las mismas.  Un vector que comprende varios polinucleótidos separados que 5 
codifican las diferentes proteínas (p. ej., VP2 y/o VP5 o epítopos de las mismas) también está dentro del alcance de 
la presente descripción. El vector, en especial para la expresión in vivo, también pude comprender polinucleótidos 
que corresponden a más de un serotipo, cepa o aislado de BTV, por ejemplo, dos o más polinucleótidos que 
codifican VP2 o VP5 o epítopo(s) de las mismas, de diferentes cepas. De todos los serotipos diferentes tales como, 
pero no se limitan a, serotipos 1, 2, 4, 9, 10, 11, 13, 16 y 17. 10 
 
[0050] Igualmente, una composición inmunógena o de vacuna puede comprender uno o más vectores para la 
expresión de polinucleótidos que corresponden a más de un serotipo, cepa o aislado de BTV, por ejemplo, dos o 
más polinucleótidos que codifican VP2 o VP5 o epítopo(s) de las mismas de diferentes cepas. El vector, en especial 
para la expresión in vivo, puede comprender además una o más secuencias de nucleótidos que codifican 15 
inmunógenos de otros agentes patógenos y/o citoquinas. 
 
[0051] La expresión polinucleótido que codifica una proteína de BTV significa principalmente un fragmento de 
ADN o molécula de ADN aislada que codifica dicha proteína, o la cadena complementaria del mismo; pero no está 
excluido el ARN, ya que se entiende en la técnica que la timidina (T) en una secuencia de ADN se considera igual al 20 
uracilo (U) en una secuencia de ARN. Por lo tanto, las secuencias de ARN para usar en la invención, p. ej., para 
usar en vectores de ARN, se pueden obtener de secuencias de ADN, considerándose la timidina (T) en la secuencia 
de ADN igual al uracilo (U) en las secuencias de ARN. 
 
[0052] El término proteína incluye péptidos y polipéptidos. Un fragmento de proteína es inmunológicamente 25 
activo en el sentido de que una vez administrado al hospedante, es capaz de inducir una respuesta inmunitaria de 
tipo humoral y/o celular dirigida contra la proteína. Preferiblemente, el fragmento de proteína es tal que tiene 
sustancialmente la misma actividad inmunológica que la proteína total. Por lo tanto, un fragmento de proteína de 
acuerdo con la descripción comprende o consiste esencialmente en, o consiste en al menos un epítopo o 
determinante antigénico. El término epítopo se refiere a un sitio de la proteína que es capaz de inducir una reacción 30 
inmunitaria de tipo humoral (linfocitos B) y/o de tipo celular (linfocitos T). 
 
[0053] Por consiguiente, una estructura mínima del polinucleótido es aquella que comprende o consiste 
esencialmente en o consiste en nucleótidos que codifican un epítopo o determinante antigénico de la proteína de 
BTV. Un polinucleótido que codifica un fragmento de la proteína total, más ventajosamente que comprende o 35 
consiste esencialmente o consiste en un mínimo de 21 nucleótidos, ventajosamente al menos 42 nucleótidos, y 
preferiblemente al menos 57, 87 o 150 nucleótidos consecutivos o contiguos de la secuencia que codifica la proteína 
total o poliproteína. Como se ha mencionado antes, se pueden usar procedimientos de determinación de epítopos, 
tales como, la generación de bibliotecas de péptidos de que solapan (Hemmer, Pinilla et al. 1998), Pepscan 
(Geysen, Meloen et al. 1984); (Geysen, Barteling et al. 1985); (Van der Zee, Van Eden et al. 1989); (Geysen 1990); 40 
Multipin® Peptide Synthesis Kits de Chiron) y algoritmos (De Groot y Rothman 1999), en la práctica de la invención, 
sin experimentación excesiva. También se pueden consultar otros documentos citados en el presente documento, 
para los procedimientos de determinación de epítopos de un inmunógeno o antígeno y por lo tanto las moléculas de 
ácido nucleico que codifican dichos epítopos. 
 45 
[0054] Ventajosamente están presentes en un vector elementos para la expresión del polinucleótido o 
polinucleótidos. De forma mínima, esto comprende, consiste esencialmente en o consiste en un codón de inicio 
(ATG), un codón de parada y un promotor, y opcionalmente también una secuencia de poliadenilación para algunos 
vectores tales como vectores plasmídicos y de algunos virus, p. ej., vectores víricos distintos de poxvirus. Cuando el 
polinucleótido codifica un fragmento de proteína, p. ej., ventajosamente en el vector, se coloca un ATG en 5’ del 50 
marcado de lectura y se coloca un codón de parada en 3’. Pueden estar presentes otros elementos para controlar la 
expresión, tales como secuencias potenciadoras, secuencias estabilizantes y secuencias señal, que permiten la 
secreción de proteína. 
 
[0055] Los procedimientos para hacer y/o administrar un vector o recombinantes o plásmido para la 55 
expresión de productos génicos de genes de la descripción, sea in vivo o in vitro, puede ser cualquier procedimiento 
deseado, p. ej., un procedimiento que es o es análogo a los procedimientos descritos en, o descritos en los 
documentos citados en: patentes de EE.UU. n.º 6 130 066, 5 494 807, 5 514 375, 5 744 140, 5 744 141, 5 756 103, 
5 752 938, 5 766 599, 5 990 091, 6 004 777, 6 130 066, 6 497 883, 6 464 984, 6 451 770, 6 391 314, 6 387 376, 6 376 473, 
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6 368 603, 6 348 196, 6 306 400, 6 228 846, 6 221 362, 6 217 883, 6 207 166, 6 207 165, 6 159 477, 6 153 199, 6 090 393, 
6 074 649, 6 045 803, 6 033 670, 6 485 729, 6 103 526, 6 224 882, 6 312 682, 6 312 683, 6 348 450, 4 603 112; 4 769 330; 
5 174 993; 5 505 941; 5 338 683; 5 494 807; 4 394 448; 4 722 848; 4 745 051; 4 769 331; 5 591 639; 5 589 466; 4 945 050; 
5 677 178; 5 591 439; 5 552 143; y 5 580 859; solicitud de patente de EE.UU. n.º de serie 920 197, presentada el 16 de 
octubre de 1986; WO 94/16716; WO 96/39491; WO91/11525; WO 98/33510; WO 90/01543; EP 0370573; EP 5 
265785; (Paoletti 1996); (Moss 1996); Richardson (Ed) (1995) Methods in Molecular Biology 39, "Baculovirus 
Expression Protocols", Humana Press Inc.; (Smith, Summers et al. 1983); (Pennock, Shoemaker et al. 1984); 
(Roizman 1996); (Andreansky, He et al. 1996); (Robertson, Ooka et al. 1996); (Frolov, Hoffman et al. 1996); (Kitson, 
Burke et al. 1991); (Ballay, Levrero et al. 1985); (Graham 1990); (Prevec, Schneider et al. 1989); (Felgner, Kumar et 
al. 1994); (Ulmer, Donnelly et al. 1993); (McClements, Armstrong et al., 1996); (Ju, Edelstein et al, 1998); y 10 
(Robinson y Torres 1997). Por lo tanto, el vector en la descripción puede ser cualquier virus o vector vírico 
recombinante adecuado, tal como un poxvirus (p. ej., virus vaccinia, avipoxvirus, virus de la viruela del canario, virus 
de la viruela de aves de corral, virus de la viruela del mapache, virus de la viruela del cerdo, etc.), adenovirus (p. ej., 
adenovirus canino), herpesvirus, baculovirus, retrovirus, etc.; o el vector puede ser un plásmido. Los citados en el 
presente documento además de proporcionar ejemplos de vectores útiles en la práctica de la invención, también 15 
pueden proporcionar fuentes para proteínas que no son de BTV o epítopos de las mismas, p. ej., inmunógenos que 
no son de BTV, o epítopos de los mismos, citoquinas, etc., para ser expresados por el vector o vectores en, o 
incluidos en composiciones inmunógenas o vacunas multivalentes o de cóctel de la descripción. 
 
[0056] La presente descripción también se refiere a preparaciones que comprenden vectores, tales como 20 
vectores de expresión, p. ej., vacunas o composiciones inmunógenas. Las preparaciones pueden comprender, 
consistir esencialmente en, o consistir en uno o más vectores, p. ej., vectores de expresión, tales como vectores de 
expresión in vivo, que comprenden, consisten esencialmente en o consisten en (y ventajosamente expresan) uno o 
más de los polinucleótidos de BTV que codifican VP2, VP5 o combinaciones o poliproteínas de las mismas, en 
especial como se ha mencionado antes (VP2, VP5, VP2 y VP5 o al menos un epítopo de las mismas); y 25 
ventajosamente, el vector contiene y expresa un polinucleótido que incluye, consiste esencialmente en o consiste en 
una región codificante que codifica VP2 y/o VP5 de BTV, en un soporte, excipiente o vehículo aceptable en farmacia 
o veterinaria. Por lo tanto, de acuerdo con una realización de la descripción, el otro vector o vectores en la 
preparación comprenden, consisten esencialmente en o consisten en un polinucleótido que codifica, y en 
circunstancias adecuada el vector expresa una o más de otras proteínas de BTV, p. ej., VP2, VP5 o un epítopo de 30 
las mismas. 
 
[0057] De acuerdo con otra realización, el vector o vectores en la preparación comprenden, consisten 
esencialmente en o consisten en polinucleótido(s) que codifica(n) una o más proteínas o epítopo(s) de las mismas 
de BTV, por ejemplo, uno o más serotipos, cepas o aislados de BTV; y ventajosamente, en una célula hospedante 35 
adecuada o en condiciones adecuadas, el vector o vectores expresan polipéptidos codificados por el o los 
polinucleótidos. La preparación descrita en el presente documento ventajosamente comprende, consiste 
esencialmente en o consiste en al menos dos vectores que comprenden, consisten esencialmente en o consisten 
en, y ventajosamente también expresan, preferiblemente in vivo en condiciones apropiadas o condiciones 
adecuadas o en una célula hospedante adecuada, polipéptidos codificados por polinucleótidos de diferentes 40 
serotipos, cepas o aislados de BTV, que codifican las mismas proteínas y/o diferentes proteínas, pero 
preferiblemente las mismas proteínas. Como preparaciones que contienen uno o más vectores que contienen, 
consisten esencialmente en o consisten en polinucleótidos que codifican, y preferiblemente expresan 
ventajosamente in vivo, VP2 o VP5 de BTV o un epítopo de las mismas, se prefiere que los productos de expresión 
sean de dos, tres o más serotipos, cepas o aislados de BTV diferentes, ventajosamente cepas. La descripción 45 
también se dirige a mezclas de vectores que contienen, consisten esencialmente en o consisten en, codifican, y 
expresan, VP2 o VP5 de diferentes cepas. Se prefiere que, en dichas mezclas, al menos un vector contenga, 
consista esencialmente en o consista en, codifique y exprese VP2 o VP5 de diferentes cepas. Se prefiere que en 
dichas mezclas, al menos un vector contenga, consista esencialmente en, o consista en, codifique y exprese, VP2. 
 50 
[0058] De acuerdo con otra realización más, como se mostrará con más detalle más adelante, el otro vector o 
vectores en la preparación comprende y expresa una o más citoquinas y/o uno o más inmunógenos de uno o más 
de otros agentes patógenos. Las fuentes de citoquinas, inmunógenos para otros agentes patógenos o epítopo(s) de 
los mismos, y moléculas de ácido nucleico que los codifican, se pueden encontrar en los documentos citados en el 
presente documento, así como en los documentos WO02096349, WO0208162, WO0020025, WO00152888, 55 
WO0145735, WO00127097, WO0116330, WO0077210, WO0077188, WO0077043, WO9842743, WO9833928, 
WO9749826, WO9749825, patentes de EE.UU. n.º 6 387 376, 6 306 400, 6 159 477, 6 156 567, 6 153 199, 6 090 393, 
6 074 649, 6 033 670. 
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[0059] La descripción también se refiere a diferentes combinaciones o diferentes realizaciones descritas en el 
presente documento, p. ej., composiciones o vacunas que contienen diferentes vectores, composiciones o vacunas 
que contienen un vector y una proteína (BTV o no BTV) y/o citoquinas, etc. 
 
[0060] Las preparaciones que comprenden un vector de expresión in vitro o in vivo que comprenden y 5 
expresan un polinucleótido que codifica VP2, VP5, constituyen una realización preferida de la descripción. 
 
[0061] De acuerdo con una realización ventajosa adicional, una o más de las proteínas estructurales 
adicionales VP7 y/o VP3 son expresadas conjuntamente con las proteínas estructurales VP2 y VP5 de acuerdo con 
la descripción, sea por el mismo vector de expresión o por su propio vector de expresión. Se expresan 10 
preferiblemente juntos en un solo polinucleótido, p. ej., como una poliproteína. Es decir, en algunas realizaciones, el 
vector además contiene, consiste esencialmente en o consiste en, uno o más nucleótidos que codifican VP7 y/o 
VP3, o una composición o vacuna que además contiene, consiste esencialmente en o consiste en uno o más 
vectores adicionales que contienen, consiste esencialmente en o consiste en uno o más nucleótidos que codifican 
VP7 y/o VP3; este vector o estos vectores expresan ventajosamente la(las) proteína(s) estructural(es); y, VP7 y VP3 15 
son expresadas ventajosamente conjuntamente y, más ventajosamente, como una poliproteína. 
 
[0062] De acuerdo con una realización ventajosa adicional, una o más proteínas no estructurales NS1, NS2 y 
NS3 y/o VP1, VP4 son expresadas conjuntamente con las proteínas estructurales VP2 y VP5 de acuerdo con la 
descripción, por el mismo vector de expresión, o por su propio vector de expresión. Es decir, en algunas 20 
realizaciones, el vector además contiene, consiste esencialmente en o consiste en, uno o más nucleótidos que 
codifican VP1, VP4, NS1, NS2 y/o NS3, o una composición o vacuna que además contiene, consiste esencialmente 
en o consiste en uno o más vectores que contienen, consisten esencialmente en o consistes en, uno o más 
nucleótidos que codifican VP1, VP4, NS1, NS2 y/o NS3; este vector o estos vectores ventajosamente expresa o 
expresan la o las proteínas estructurales; y son expresados ventajosamente VP1, VP4, NS1, NS2 y/o NS3. Por lo 25 
tanto, la descripción se refiere también a un vector tal como un vector de expresión in vivo o in vitro, que comprende 
consiste esencialmente en o consiste en el o los polinucleótidos que codifican VP1, VP4, NS1, NS2 y NS3, 
combinaciones de las mismas, incluyendo poliproteínas de las mismas. El vector puede ser uno de los vectores 
descritos antes que comprende, consiste esencialmente en o consiste en un polinucleótido que codifica una o más 
proteínas estructurales, p. ej., combinaciones de VP2, VP5, VP7 y/o VP3 y poliproteínas de las mismas, p. ej., dicho 30 
vector que contiene o consiste esencialmente  en polinucleótidos que codifican proteína o proteínas estructurales o 
epítopos de las mismas, también puede contener o consistir esencialmente en polinucleótidos de las mismas que 
codifican una o más proteínas no estructurales, combinaciones de las mismas, poliproteínas de las mismas, o 
epítopos de las mismas. Como alternativa, la descripción se refiere a una preparación como se ha descrito en lo que 
antecede, que también incorpora al menos uno de los vectores que contiene polinucleótido(s) que codifica(n) y 35 
ventajosamente expresa(n) una proteína no estructural, y opcionalmente un soporte, vehículo o excipiente aceptable 
en farmacia o veterinaria. 
 
[0063] Para preparar vectores, p. ej., vectores de expresión, de acuerdo con la descripción, el experto en la 
materia tiene disponible diferentes serotipos, cepas y aislados de BTV y la descripción de la secuencia de 40 
nucleótidos de su genoma, véase, p. ej., la descripción del presente documento, también en relación con los 24 
serotipos de BTV donde está disponible la información de secuencia de ácido nucleico (Wilson y Mecham 2000). 
 
[0064] Se hace referencia, por ejemplo, a la cepa BTV-17. Para cada proteína se proporciona la 
correspondiente secuencia de nucleótidos (de Mattos, de Mattos et al. 1994; Huang, Hwang et al. 1995; Bernard, 45 
Israel et al. 1997). Por comparación y alineamiento de las secuencias, se lleva cabo fácilmente la determinación de 
un polinucleótido que codifica dicha proteína en otro serotipo o cepa de BTV. 
 
[0065] Como se describe en la presente memoria, el término polinucleótido se entiende que significa una 
secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína o un fragmento de la misma o un epítopo específico del 50 
mismo para una cepa de BTV particular; y por equivalencia, se entiende que el término polinucleótido incluye las 
correspondientes secuencias de nucleótidos de diferentes cepas de BTV y secuencias de nucleótidos que difieren 
debido a la degeneración de codones. Por lo tanto, se entiende que un polinucleótido que codifica VP2 de BTV que 
comprende, consiste esencialmente en o consiste en (a) nt 20-2887 de BTV-17 (SEQ ID NO:3), (b) las 
correspondientes secuencias de diferentes cepas de BTV, y (c) las secuencias de nucleótidos que codifican VP2 de 55 
BTV pero difieren de (a) y (b) debido a la degeneración de codones. 
 
[0066] El gen L2 de BTV que codifica la proteína de cápside externa, VP2, tiene el mayor grado de 
variabilidad genética entre cepas globales de BTV. Esto no es sorprendente puesto que esta proteína es 
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responsable tanto de la neutralización de virus como de la especificidad de serotipo (Mecham, Dean et al. 1986; Roy 
1992) y es probable que sea afectada por la selección de deriva genética y el efecto fundador. La deriva genética y 
el efecto fundador pueden dar como resultado variantes con mayor virulencia (Bernard, Israel et al. 1997). Se ha 
identificado una serie de determinantes de neutralización (Ghiasi, Fukusho et al. 1987; DeMaula, Heidner et al. 1993; 
Jewell y Mecham 1994). Se ha mostrado que VP2 es la proteína principalmente responsable de la unión y entrada 5 
en las células hospedantes de mamíferos (Hassan y Roy 1999). La variación entre los serotipos en general da como 
resultado segregación de los virus basada en serotipos independientemente del origen geográfico de aislamiento, 
cuando se usa análisis filogenético (Pritchard y Gould 1995; Bonneau, Zhang et al. 1999). El gen M5 de BTV codifica 
la proteína interior de la cápside externa, VP5, y tiene el segundo mayor grado de variabilidad genética entre los 
genes de BTV, mostrando 51-71 % de identidad dentro de un serogrupo dado. VP5 puede producir alteraciones 10 
conformacionales de la estructura de la cápside externa y cambios en las características de neutralización (Cowley y 
Gorman 1989; DeMaula, Bonneau et al. 2000). VP5 puede contribuir también al reconocimiento de células 
hospedantes (Roy 1992). 
 
[0067] Debido a la variabilidad genética inherente dentro y fuera de serotipos, la descripción cubre 15 
polinucleótidos que codifican proteínas que tienen secuencias de aminoácidos, cuya identidad de secuencia u 
homología con la secuencia de aminoácidos consenso de BTV para la proteína, presenta equivalencia funcional. Por 
ejemplo, una proteína de cápside VP2 expresada puede tener más de 20 % de identidad con la correspondiente 
secuencia de cápside del polipéptido expresado de (a) que comprende los nucleótidos 20-2887 del segmento 2 de 
BTV-17 (SEQ ID NO:3), (b) las correspondientes secuencias de las diferentes cepas de BTV y/o (c) secuencias de 20 
nucleótidos que codifican VP2 de BTV pero difieren de (a) y (b) debido a la degeneración de codones, y de (a) y (b) 
debido a la variabilidad genética de cepa, serotipo y serogrupo. A pesar de esta variabilidad, funcionalmente los 
polinucleótidos codifican el polipéptido de cápside VP2. 
 
[0068] Por lo tanto, la descripción comprende polinucleótidos que expresan dichos polipéptidos 25 
funcionalmente homólogos; y los correspondientes grados de homología o identidad de esos polinucleótidos 
respecto a los polinucleótidos que codifican polipéptidos con los cuales tienen homología o identidad polipéptidos 
homólogos. Los polipéptidos homólogos ventajosamente contienen uno o más epítopos del polipéptido con el cual 
hay una identidad u homología,  tal que los polipéptidos homólogos presentan similitud o identidad inmunológica con 
el polipéptido con el cual hay identidad u homología, p. ej., el polipéptido homólogo produce respuesta inmunitaria 30 
similar o mejor (según el inmunólogo experto) que el polipéptido con el que hay identidad u homología, y/o el 
polipéptido homólogo se une a anticuerpos producidos por y/o a los cuales se une el polipéptido con el que hay 
identidad u homología, ventajosamente, y no a otros anticuerpos. 
 
[0069] Por consiguiente, está contemplado que los fragmentos de polipéptidos homólogos y de polipéptidos 35 
con los que hay identidad u homología, ventajosamente aquellos fragmentos que presentan similitud o identidad 
inmunológica con los polipéptidos homólogos o polipéptidos con los que hay identidad u homología,  son 
expresados, y por lo tanto, los polipéptidos que pueden representar fragmentos de polipéptidos u homólogos de 
polipéptidos y de polipéptidos con los que hay identidad u homología, también están contemplados y son útiles en la 
presente descripción. 40 
 
[0070] La expresión “identidad de secuencia” indica una medida cuantitativa del grado de homología entre 
dos secuencias de aminoácidos de igual longitud, o entre dos secuencias de nucleótidos de igual longitud. Si las dos 
secuencias que se van a comparar no son de la misma longitud, se deben alinear con el mejor ajuste posible con la 
inserción de huecos, o alternativamente, truncado de los extremos de las secuencias de proteína. La identidad de 45 
secuencia se puede calcular como ((Nref-Ndif)/Nref) x 100, en donde Ndif es el número total de restos no idénticos en 
las dos secuencias cuando se alinean y en donde Nref es el número de restos en una de las secuencias. Por lo tanto, 
la secuencia de ADN AGTCAGTC tendrá una identidad de secuencia de 75 % con la secuencia AATCAATC (Ndif=2 y 
Nref=8). Un hueco se cuenta como no identidad del resto o restos específicos, es decir, la secuencia de ADN 
AGTGTC tendrá una identidad de secuencia de 75 % con la secuencia AGTCAGTC (Ndif=2 y Nref=8). La identidad de 50 
secuencia se puede calcular alternativamente por el programa BLAST, p. ej. el programa BLASTP (Pearson y 
Lipman 1988) (www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST). En un aspecto de la descripción, el alineamiento se lleva a 
cabo con el procedimiento de alineamiento de secuencias ClustalW con los parámetros por defecto descritos por 
(Thompson, Higgins et al. 1994), disponibles en http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/. Por lo tanto, un polinucleótido puede 
ser cualquier molécula de ácido nucleico incluyendo ADN, ARN, LNA (ácidos nucleicos bloqueados), PNA, ARN, 55 
ARNbc, híbrido de ARN-ADN y nucleósidos que no se encuentran de forma natural.  
 
[0071] Y a partir de la descripción del presente documento, ventajosamente, las proteínas o polipéptidos 
expresados por vectores de la descripción son péptidos y polipéptidos inmunológicamente activos, p. ej., con 
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respecto a los polipéptidos y proteínas de BTV-17, las proteínas o polipéptidos expresados por vectores de la 
descripción pueden ser: 
 
a) proteínas o polipéptidos correspondientes de uno o más serotipos, cepas o aislados de BTV diferentes, 
b) proteínas que difieren de estos (de BTV-17 y/o a), pero que mantienen con la proteína de BTV natural una 5 
identidad igual o mayor que 20 %. Por lo tanto, una referencia a una proteína de BTV puede implicar proteínas 
adicionales como se describen en el presente documento. 
 
[0072] Los diferentes serotipos y cepas de BTV están accesibles en colecciones, en especial en la American 
Type Culture Collection (ATCC), p. ej. con los números de acceso VR-875, VR-1231, VR-187, VR-873, VR-983, VR-10 
1231AF o VR-1231CAF, y como se describe en otra parte en el presente documento, también se puede sintetizar 
químicamente el gen entero. 
 
[0073] En la descripción, preferiblemente el polinucleótido también comprende una secuencia de nucleótidos 
que codifica un péptido señal, situado en la dirección 5’ de la región codificante de la proteína expresada para 15 
facilitar la secreción de la misma; y por consiguiente, la descripción comprende la expresión de un polipéptido de 
BTV, tal como un antígeno, inmunógeno de BTV o fragmento del mismo, p. ej., epítopo, con una secuencia líder o 
señal. La secuencia líder o señal puede ser una secuencia endógena, p. ej., la secuencia señal natural de un 
polipéptido de BTV. La secuencia líder o señal también puede ser una secuencia heteróloga, y por lo tanto ser 
codificada por una secuencia de nucleótidos que es heteróloga del BTV. Por ejemplo, la secuencia líder o señal 20 
puede ser endógena al vector, o la secuencia líder o señal es heteróloga tanto al vector como a BTV, tal como un 
péptido señal del activador del plasminógeno tisular (tPA), p. ej., tPA humano, y por lo tanto, el vector o el 
polinucleótido incluido en este, puede incluir una secuencia que codifica el péptido líder o señal, p. ej., el péptido 
líder o señal del activador del plasminógeno tisular humano (tPA), (Hartikka, Sawdey et al. 1996). La secuencia de 
nucleótidos que codifica el péptido señal se inserta ventajosamente en el marco y en la dirección 5’ de la secuencia 25 
que codifica el polipéptido de BTV, p. ej., VP2, VP5 o combinaciones, p. ej., VP2 y VP5. 
 
[0074] De acuerdo con una realización de la descripción, los vectores, p. ej., vectores de expresión in vivo 
son vectores víricos. 
 30 
[0075] Los vectores víricos, p. ej., vectores de expresión vírica son ventajosamente: poxvirus, p. ej., virus 
vaccinia o un virus vaccinia atenuado (por ejemplo, MVA, una cepa de Ankara modificada obtenida después de más 
de 570 pases de la cepa de vaccinia de Ankara en fibroblastos embrionarios de pollo; véase (Stickl y Hochstein-
Mintzel 1971; Sutter y Moss 1992); disponible en ATCC VR-1508; o NYVAC, véase la patente de EE.UU. n.º 
5 494 807, por ejemplo, los ejemplos 1 a 6 y siguientes de la patente de EE.UU. n.º 5 494 807, que describe la 35 
construcción de NYVAC, así como variaciones de NYVAC con ORF adicionales eliminados del genoma del virus 
vaccinia de la cepa de Copenhague, así como la inserción de moléculas de ácidos nucleico codificantes heterólogas 
en sitios de este recombinante, y también, el uso de promotores emparejados; véase también el documento 
WO96/40241), avipoxvirus o un avipoxvirus atenuado (p. ej., de la viruela del canario, viruela de aves de corral, 
viruela de la paloma, viruela del pichón, viruela de la codorniz, ALVAC o TROVAC; véase, p. ej. patente de EE.UU. 40 
n.º 5 505 941, 5 494 807), virus de la viruela del cerdo, viruela del mapache, viruela del camello o de la mixomatosis; 
adenovirus, tales como adenovirus aviar, canino, porcino, bovino, humano; o herpesvirus, tales como herpesvirus 
ovino (OHV 1 y 2), herpesvirus equino (EHV serotipos 1 y 4), herpesvirus canino (CHV), herpesvirus felino (FHV), 
herpesvirus bovino (BHV serotipos 1 y 4), herpesvirus porcino (PRV), virus de la enfermedad de Marek (MDV 
serotipos 1 and 2), herpesvirus del pavo (HVT o MDV serotipo 3), herpesvirus de ánade. Cuando se usa un 45 
herpesvirus, se prefiere el vector HVT para la vacunación de la especie aviar, el vector bovino para la vacunación de 
ganado, el vector ovino para la vacunación de ovejas y el vector EHV para la vacunación de caballos. 
 
[0076] De forma más general, en algunas realizaciones puede ser ventajoso emparejar un vector con un 
hospedante, tal como un virus equino, p. ej., EHV para usar en equinos, o un vector que es un patógeno aviar, tal 50 
como la viruela de aves de corral, HVT, MDV o herpes de ánade para usar en aves tales como aves de corral o 
pollos, o un vector que es un patógeno ovino tal como OHV, un patógeno bovino tal como BHV para usar en bovinos 
tales como vacas, o un vector que es un patógeno porcino tal como herpesvirus porcino para usar en porcinos, o un 
vector que es un patógeno canino tal como adenovirus canino o herpesvirus canino para usar en caninos tales como 
perros, un vector que es un patógeno felino tal como FHV para usar en felinos, ya que esto puede permitir una 55 
respuesta inmunitaria contra el vector y por lo tanto proporciona una respuesta inmunitaria contra un patógeno del 
hospedante o especie objetivo además de una respuesta inmunitaria contra un orbivirus. 
 
[0077] Sin embargo, también se indica que puede ser ventajoso que el vector no sea un patógeno natural del 
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hospedante; por ejemplo, de modo que el vector puede tener expresión del exógeno, p. ej., secuencias que codifican 
BTV, pero con replicación limitada o sin ella; por ejemplo, el uso de un vector de la viruela aviar en un hospedante 
mamífero, como en la patente de EE.UU. n.º 5 174 993. También se indica que la descripción comprende vacunas, 
composiciones inmunológicas e inmunógenas, usándose estos términos en el sentido atribuido a los mismos en la 
técnica; véase, p. ej., documentos citados en el presente documento, tales como la patente de EE.UU. n.º 6 497 883. 5 
 
[0078] De acuerdo con otra realización de la descripción, el vector de poxvirus, p. ej., el vector de expresión 
es un virus de la viruela del canario o un vector de virus de la viruela de aves de corral, ventajosamente un virus de 
la viruela del canario o virus de la viruela de aves de corral atenuado. En relación con esto, el virus de la viruela del 
canario está disponible con el número de acceso en ATCC VR-111. Los virus de la viruela del canario atenuados se 10 
describen en la patente de EE.UU. n.º 5 756 103 (ALVAC) y WO01/05934. También están disponibles numerosas 
cepas de vacunación del virus de la viruela de aves de corral, p. ej. la cepa DIFTOSEC CT comercializada por 
MERIAL y la vacuna NOBILIS VARIOLE comercializada por Intervet; y también se hace referencia a la patente de 
EE.UU. n.º 5 766 599, que se refiere a la cepa de la viruela de aves de corral atenuada TROVAC. 
 15 
[0079] Para información sobre poxvirus y cómo generar recombinantes de los mismos y cómo administrar 
recombinantes de los mismos, el experto en la materia puede remitirse a documentos citados en el presente 
documento y al documento WO90/12882, p. ej., en cuanto al virus vaccinia se mencionan las patentes de EE.UU. n.º 
4 769 330, 4 722 848, 4 603 112, 5 110 587, 5 494 807 y 5 762 938 entre otros; en cuanto al virus de la viruela de aves de 
corral, se mencionan las patentes de EE.UU. n.º 5 174 993, 5 505 941 y US-5 766 599 entre otros; en cuanto al virus 20 
de la viruela del canario se menciona la patente de EE.UU. n.º 5 756 103 entre otros; en cuanto al virus de la viruela  
del cerdo se menciona la patente de EE.UU. n.º 5 382 425 entre otros; y, en cuanto al virus de la viruela del mapache 
se menciona el documento WO00/03030, entre otros. 
 
[0080] Cuando el vector de expresión es un virus vaccinia, el sitio o sitios de inserción para el polinucleótido o 25 
polinucleótidos que se van a expresar, son ventajosamente en el gen o sitio de inserción de la timidina quinasa (TK), 
el gen o sitio de inserción de la hemaglutinina (HA), la región que codifica el cuerpo de inclusión del tipo A (ATI); 
véase también los documentos citados en el presente documento, en especial los relativos al virus vaccinia. En el 
caso del virus de la viruela del canario, el sitio o sitios de inserción son ventajosamente los ORF C3, C5 y/o C6; 
véase también los documentos citados en el presente documento, en especial los relativos al virus de la viruela del 30 
canario. En el caso, del virus de la viruela de aves de corral, ventajosamente el sitio o sitios de inserción son los 
ORF F7 y/o F8, véase también los documentos citados en el presente documento, en especial los relativos al virus 
de la viruela de aves de corral. El sitio o sitios de inserción para los virus MVA son ventajosamente como en varias 
publicaciones, que incluyen (Carroll, Overwijk et al. 1997); (Stittelaar, Wyatt et al. 2000); (Sutter, Wyatt et al. 1994); y, 
en relación con esto, se indica también que el genoma completo del MVA se describe en (Antoine, Scheiflinger et al. 35 
1998), que permite al experto en la técnica usar otros sitios de inserción u otro promotores. 
 
[0081] Preferiblemente, cuando el vector de expresión es un poxvirus, el polinucleótido que se va a expresar 
se inserta bajo el control de un promotor de poxvirus específico, p. ej., el promotor de vaccinia 7,5 kDa (Cochran, 
Puckett et al. 1985), el promotor de vaccinia I3L (Riviere, Tartaglia et al. 1992), el promotor de vaccinia HA (Shida 40 
1986), el promotor de la viruela de la vaca ATI (Funahashi, Sato et al. 1988), el promotor de vaccinia H6 (Taylor, 
Weinberg et al. 1988); (Guo, Goebel et al. 1989); (Perkus, Limbach et al. 1989)), entre otros. 
 
[0082] Preferiblemente, para la vacunación de mamíferos, el vector de expresión es un virus la viruela del 
canario o un virus de la viruela de aves de corral. De esta forma, puede haber expresión de las proteínas 45 
heterólogas, p. ej. proteínas BTV, con replicación limitada o no productiva. Preferiblemente, para la vacunación de 
aves, p. ej., pollos, patos, pavos y gansos, el vector de expresión es un virus la viruela del canario o un virus de la 
viruela de aves de corral. 
 
[0083] Cuando el vector de expresión es un herpesvirus de pavo o HVT, el sitio o sitios de inserción 50 
ventajosos están situados en el fragmento BamHI o en el fragmento BamHI M del HVT. El fragmento de restricción 
de BamHI I de HVT comprende varios marcos de lectura abiertos (ORF) y tres regiones intergénicas y comprende 
varias zonas de inserción preferidas, tales como las tres regiones intergénicas 1, 2 y 3, que son regiones preferidas, 
y ORF UL55 (véase, p. ej., FR-A-2728795, patente de EE.UU. n.º 5 980 906). El fragmento de restricción BamHI M 
de HVT comprende el ORF UL43, que también es un sitio de inserción preferido (véase, p. ej., FR-A-2728794, 55 
patente de EE.UU. n.º 5 733 554). 
 
[0084] Cuando el vector de expresión es un herpesvirus EHV-1 o EHV-4, el sitio o sitios de inserción 
ventajosos incluyen TK, UL43 y UL45 (véase, p. ej., documento EP-A-668355). 
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[0085] Preferiblemente, cuando el vector de expresión es un herpesvirus, el polinucleótido que se va a 
expresar se inserta bajo el control de un promotor eucariota, tal como un promotor eucariota fuerte, preferiblemente 
un promotor de CMV-IE (murino o humano); es decir, en realizaciones del presente documento, el polinucleótido que 
se va a expresar está operativamente unido a un promotor, y en realizaciones del herpesvirus, ventajosamente el 5 
polinucleótido que se va a expresar está operativamente unido a un promotor de eucariota fuerte tal como un 
promotor de mCMV-IE o hCMV-IE. Los promotores fuertes también se describen en el presente documento en 
relación con plásmidos como vectores. 
 
[0086] De acuerdo con una realización adicional más de la descripción, el vector, p. ej., vector de expresión in 10 
vivo, es un vector plasmídico o un vector plasmídico de ADN, p. ej., el tipo de vector plasmídico usado en lo que se 
conoce como una vacuna de ADN (a diferencia con un plásmido de transfección usado en la recombinación 
homóloga para generar un virus recombinante, que no se usa en una vacuna de ADN). 
 
[0087] El término plásmido cubre cualquier unidad de transcripción de ADN en forma de una secuencia de 15 
polinucleótido que comprende un polinucleótido de acuerdo con la descripción y los elementos necesarios para la 
expresión in vivo de lo que es codificado por el polinucleótido en una célula o células del hospedante u objetivo 
deseado; y, en relación con esto, hay que indicar que hay plásmidos circulares superenrollados y no 
superenrollados, así como formas lineales y multiméricas, todas las cuales se prevé que estén dentro del alcance de 
la descripción.  20 
 
[0088]  Cada plásmido comprende o contiene o consiste esencialmente en, además del polinucleótido que 
codifica el o los antígenos o epítopos del patógeno o patógenos, p. ej., BTV (o BTV y otro patógeno), un promotor 
para la expresión, en las células hospedantes del polinucleótido; y se puede decir que el polinucleótido está 
operativamente unido al promotor o bajo el control del promotor o dependiente del promotor. En general, es 25 
ventajoso usar un promotor eucariota, p.ej., un promotor eucariota fuerte. El promotor eucariota fuerte preferido es el 
promotor del citomegalovirus temprano inmediato (CMV-IE) de origen humano o murino, o que opcionalmente tiene 
otro origen tal como de rata o cobaya. El promotor de CMV-IE puede comprender la parte del promotor real, que 
puede estar o no asociada con la parte de potenciador. Se puede hacer referencia a los documentos EP-A-260148, 
EP-A-323 597, patentes de EE.UU. n.º 5 168 062, 5 385 839, y 4 968 615, así como a PCT WO87/03905. El promotor 30 
de CMV-IE preferiblemente es un CMV-IE humano (Boshart, Weber et al. 1985) o CMV-IE murino. 
 
[0089] En términos más generales, el promotor tiene un origen vírico o celular. Un promotor vírico fuerte 
distinto del CMV-IE que se puede usar convenientemente en la práctica de la descripción es el promotor 
temprano/tardío del virus SV40 o el promotor LTR del virus del sarcoma Rous. Un promotor celular fuerte que se 35 
puede usar convenientemente en la práctica de la descripción, es el promotor de un gen del citoesqueleto, tal como, 
p. ej., el promotor de la desmina (Kwissa, van Kampen et al. 2000), o el promotor de la actina (Miyazaki, Takaki et al. 
1989). 
 
[0090] Los subfragmentos funcionales de estos promotores, es decir, partes de estos promotores que 40 
mantienen una actividad promotora adecuada, están incluidos dentro de la presente descripción, p. ej., se pueden 
usar promotores de CMV-IE truncados de acuerdo con el documento WO98/00166 o patente de EE.UU. n.º 
6 156 567, en la práctica de la descripción. Un promotor en la práctica de la descripción incluye por consiguiente, 
derivados y subfragmentos de un promotor de longitud entera que mantiene una actividad promotora adecuada y por 
lo tanto funciona como un promotor, preferiblemente promotor de actividad sustancialmente similar a la del promotor 45 
real o de longitud entera, del cual deriva el derivado o subfragmento, p. ej., comparable a la actividad de los 
promotores de CMV-IE truncados de la patente de EE.UU. n.º 6 156 567, a la actividad de los promotores de CMV-IE 
de longitud entera. Por lo tanto, un promotor de CMV-IE en la práctica de la descripción puede comprender o 
consistir esencialmente en o consistir en la parte del promotor del promotor de longitud entera y/o la parte del 
potenciador del promotor de longitud entera, así como derivados y subfragmentos. 50 
 
[0091] Preferiblemente, los plásmidos comprenden o consisten esencialmente en otros elementos de control 
de la expresión. Es particularmente ventajoso incorporar secuencia(s) estabilizante(s), p. ej., secuencia(s) de 
intrones, preferiblemente intrón II del gen de la β-globina del conejo (van Ooyen, van den Berg et al. 1979). 
 55 
[0092] Como la señal de poliadenilación (poliA) para los plásmidos y vectores víricos distintos de los poxvirus, 
se puede usar mejor la señal de poliA del gen de la hormona del crecimiento bovina (bGH) (véase la patente de 
EE.UU. n.º 5 122 458), o la señal poli(A) del gen de la β-globina del conejo o la señal de poli(A) del virus SV40. 
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[0093] Como otros elementos de control de la expresión que se pueden usar en plásmidos, se dirige la 
atención a elementos de control de la expresión que son útiles en vectores de expresión del herpesvirus. 
 
[0094] De acuerdo con la realización de la descripción, los vectores de expresión son vectores de expresión 
usados para la expresión in vitro de proteínas en un sistema de células adecuado. Las proteínas expresadas se 5 
pueden recoger en o del líquido sobrenadante del cultivo después, o no después de secreción (si no hay secreción 
típicamente se produce o se lleva a cabo una lisis celular), opcionalmente concentrar por procedimientos de 
concentración tales como ultrafiltración y/o purificar por medios de purificación, tales como afinidad, intercambio 
iónico o procedimientos de cromatografía de tipo filtración en gel. 
 10 
[0095] La producción de proteínas puede tener lugar por la transfección de células de mamífero mediante 
plásmidos, por replicación o expresión sin replicación productiva de vectores víricos en células de mamífero o 
células de aves, o por replicación de baculovirus (véase, p. ej., patente de EE.UU. n.º 4 745 051); (Vialard, Lalumiere 
et al. 1990); Luckow (Luckow y Summers 1988), p. ej., el virus de la poliedrosis nuclear en Autographa californica 
AcNPV, en células de insectos (p. ej. células de Spodoptera frugiperda Sf9, ATCC CRL 1711; véanse también las 15 
patentes de EE.UU. n.º 6 228 846, 6 103 526). Las células de mamífero que se pueden usar son ventajosamente 
células de hámster (p. ej. CHO o BHK-21) o células de mono (p. ej. COS o VERO). Por lo tanto, la descripción 
comprende por consiguiente vectores de expresión que incorporan un polinucleótido de acuerdo con la descripción, 
así como las proteínas de BTV producidas o expresadas o fragmentos de las mismas, de la expresión in vitro, y 
preparaciones que contienen las mismas. 20 
 
[0096] Por consiguiente, la presente descripción también se refiere a preparaciones concentradas y/o 
purificadas de proteínas de BTV. Cuando el polinucleótido codifica varias proteínas, son escindidas y las 
preparaciones mencionadas contienen entonces las proteínas escindidas. 
 25 
[0097] La presente descripción se refiere también a composiciones inmunógenas y vacunas contra el BTV 
que comprenden al menos un vector de expresión in vivo de acuerdo con la descripción y un excipiente o soporte o 
vehículo aceptable en farmacia o veterinaria, y opcionalmente un adyuvante. 
 
[0098] Una composición inmunógena cubre cualquier composición que, una vez administrada a la especie 30 
objetivo, induce una respuesta inmunitaria contra el BTV. El término vacuna se entiende que significa una 
composición que puede inducir una protección eficaz. Las especies objetivo incluyen mamíferos, p. ej., equinos, 
caninos, felinos, bovinos, ovinos, porciones y seres humanos; reptiles y pájaros o aves. Se pretende que la lista 
incluya animales que se reproducen, animales que ponen huevos, animales de producción y animales de compañía. 
 35 
[0099] Los soportes o vehículos o excipientes aceptables en farmacia o veterinaria son bien conocidos para 
el experto en la materia. Por ejemplo, un soporte o vehículo o excipiente aceptable en farmacia o veterinaria puede 
ser una disolución salina de NaCl al 0,9 % o un tampón de fosfato. Los soportes o vehículos o excipientes 
aceptables en farmacia o veterinaria pueden ser cualquier compuesto o combinación de compuestos que faciliten la 
administración del vector (o proteína expresada a partir de un vector de la invención in vitro); ventajosamente, el 40 
soporte, vehículo o excipiente puede facilitar la transfección y/o mejorar la conservación del vector (o proteína). Las 
dosis y volúmenes de dosis se describen en el presente documento en la descripción general de los procedimientos 
de inmunización y vacunación, y también las puede determinar el experto en la materia a partir de la descripción 
leída conjuntamente con el conocimiento en la técnica, sin ninguna experimentación excesiva. 
 45 
[0100] Las composiciones y vacunas inmunógenas de acuerdo con la descripción preferiblemente 
comprenden o consisten esencialmente en uno o más adyuvantes. Los adyuvantes particularmente adecuados para 
usar en la práctica de la presente descripción son (1) polímeros de ácido acrílico o metacrílico, polímeros de 
anhídrido maleico y derivados de alquenilo, (2) secuencias inmunoestimulantes (ISS), tales como secuencias e 
oligodesoxirribonucleótidos que tienen una o más unidades de CpG no metilada (Klinman, Yi et al. 1996; documento 50 
WO98/16247), (3) una emulsión de aceite en agua, tal como la emulsión SPT descrita en la página 147 de "Vaccine 
Design, The Subunit and Adjuvant Approach" publicado por M. Powell, M. Newman, (Powell y Newman 1995), y la 
emulsión MF59 descrita en la página 183 del mismo trabajo, (4) lípidos catiónicos que contienen una sal de amonio 
cuaternaria, (5) citoquinas, (6) hidróxido de aluminio o fosfato de aluminio, o (7) otros adyuvantes descritos en 
cualquier documento citado en el presente documento, o (8) cualquier combinación o mezclas de los mismos. 55 
 
[0101] La emulsión de aceite en agua (3), que es especialmente adecuada para vectores víricos, se puede 
basar en: 
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- aceite de parafina líquida ligera (tipo Farmacopea Europea), 
- aceite isoprenoide tal como escualano, escualeno, 
- aceite resultante de la oligomerización de alquenos, p. ej., isobuteno o deceno, 
- ésteres de ácidos o alcoholes que tienen un grupo alquilo de cadena lineal, tal como aceites vegetales, oleato de 
etilo, propilenglicol, di(caprilato/caprato), tri(caprilato/caprato) de glicerol y dioleato de propilenglicol, o 5 
- ésteres de alcoholes o ácidos grasos, ramificados, en especial ésteres de ácido isoesteárico. 
 
[0102] El aceite se usa en combinación con emulsionantes para formar una emulsión. Los emulsionantes 
pueden ser tensioactivos no iónicos, tales como: 
 10 
- ésteres de, por una parte, sorbitán, manida (p. ej., oleato de anhidromanitol), glicerol, poliglicerol o propilenglicol, y 
por otra parte de ácidos oleico, isoesteárico, ricinoleico o hidroxiesteárico, estando dichos ésteres opcionalmente 
etoxilados, 
- bloques de copolímeros de polioxipropileno-polioxietileno, tales como Pluronic, p. ej., L121. 
 15 
[0103] Entre los polímeros adyuvantes de tipo (1), se da preferencia a polímeros de ácido acrílico o 
metacrílico reticulados, en especial reticulados por éteres de polialquenilo de azúcares o polialcoholes. Estos 
compuestos son conocidos con el nombre de carbómero (Pharmeuropa, vol. 8, no. 2, Junio 1996). Un experto en la 
técnica también puede remitirse a la patente de EE.UU. n.º 2 909 462, que proporciona dichos polímeros acrílicos 
reticulados por un compuesto de polihidroxilo que tiene al menos tres grupos hidroxilo, preferiblemente no más de 20 
ocho de dichos grupos, sustituyéndose los átomos de hidrógeno de al menos tres grupos hidroxilo por radicales 
alifáticos, insaturados, que tiene al menos dos átomos de carbono. Los radicales preferidos son los que contienen de 
2 a 4 átomos de carbono, p. ej., vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados 
también pueden contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos vendidos con el nombre de Carbopol 
(BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son especialmente adecuados. Están reticulados por alilsacarosa o por alilpentaeritritol. 25 
Entre ellos, se hace referencia a Carbopol 974P, 934P y 971P. 
 
[0104] Como copolímeros de anhídrido maleico-derivado de alquenilo, se prefiere EMA (Monsanto), que son 
copolímeros de etileno-anhídrido maleico de cadena lineal o reticulados, y están reticulados, por ejemplo, por éter 
divinílico. Se hace referencia también a (Regelson, Kuhar et al. 1960). 30 
 
[0105] Con respecto a la estructura, los polímeros de ácido acrílico o metacrílico y EMA están formados 
preferiblemente por unidades básicas que tienen la siguiente fórmula: 
 

 35 
 
en la que: 
- R1 y R2, que pueden ser iguales o diferentes, representan H o CH3 
- x = 0 o 1, preferiblemente x = 1 
- y = 1, con x + y = 2. 40 
 
Para EMA, x = 0 e y = 2, y para carbómeros x = y = 1. 
 
[0106] Estos polímeros son solubles en agua o disolución salina fisiológica (NaCl 20 g/l) y el pH se puede 
ajustar de 7,3 a 7,4, p. ej., mediante sosa (NaOH), para proporcionar la disolución adyuvante en la que se puede 45 
incorporar el o los vectores de expresión. La concentración de polímero en la composición de vacuna final puede 
estar en el intervalo entre 0,01 y 1,5 % en p/v, ventajosamente de 0,05 a 1 % en p/v, y preferiblemente de 0,1 a 0,4 % 
en p/v. 
 
[0107] Los lípidos catiónicos (4) que contienen una sal de amonio cuaternario que son ventajosamente pero 50 
no exclusivamente adecuados para plásmidos, son preferiblemente los que tienen la fórmula: 
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en la que R1 es un radical alifático de cadena lineal saturado o insaturado, que tiene de 12 a 18 átomos de carbono, 
R2 es otro radical alifático que contiene 2 o 3 átomos de carbono y X es una amina o grupo hidroxilo. 
 5 
[0108] Entre estos lípidos catiónicos, se prefiere DMRIE (N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-bis(tetradeciloxi)-1-
propano-amonio; documento WO96/34109), preferiblemente asociado con un lípido neutro, preferiblemente DOPE 
(dioleoilfosfatidil-etanolamina; Behr J. P., 1994, Bioconjugate Chemistry, 5, 382-389), para formar DMRIE-DOPE. 
 
[0109] Preferiblemente, la mezcla de plásmido con el adyuvante se forma de manera extemporánea y 10 
preferiblemente contemporánea con la administración de la preparación o poco antes de la administración de la 
preparación; por ejemplo, poco antes o antes de la administración, se forma la mezcla de plásmido-adyuvante, 
ventajosamente para dar suficientemente tiempo antes de la administración para que la mezcla forme un complejo, 
p. ej., entre aproximadamente 10 y aproximadamente 60 minutos antes de la administración, tal como 
aproximadamente 30 minutos antes de la administración. 15 
 
[0110] Cuando está presente DOPE, la relación molar de DMRIE:DOPE es preferiblemente de 
aproximadamente 95:aproximadamente 5 a aproximadamente 5:aproximadamente 95, más preferiblemente 
aproximadamente 1:aproximadamente 1, p. ej., 1:1. 
 20 
[0111] El DMRIE o la relación en peso de adyuvante DMRIE-DOPE:plásmido, puede ser entre 
aproximadamente 50:aproximadamente 1 y aproximadamente 1:aproximadamente 10, tal como entre 
aproximadamente 10:aproximadamente 1 y aproximadamente1:aproximadamente 5, y preferiblemente entre 
aproximadamente 1: aproximadamente 1 y aproximadamente 1: aproximadamente 2, p. ej., 1:1 y 1:2. 
 25 
[0112] La citoquina o citoquinas (5) pueden estar en forma de proteína en la composición inmunógena o de 
vacuna, o se pueden coexpresar en el hospedante con el inmunógeno o inmunógenos o epítopo(s) de los mismos. 
Se prefiere la coexpresión de la citoquina o citoquinas, por el mismo vector que el que expresa el inmunógeno o 
inmunógenos o epítopo(s) de los mismos, por un vector separado de este. 
 30 
[0113] La o las citoquinas se pueden seleccionar de interleuquina 18 (IL-18), interleuquina 12 (IL-12), 
interleuquina 15 (IL-15), MIP-1α (proteína inflamatoria de macrófagos 1α; (Marshall, Woolford et al. 1997), GM-CSF 
(Factor estimulador de la colonia de granulocitos-macrófagos). Se hace referencia en particular a citoquinas aviares, 
por ejemplo, las del pollo, tales como cIL-18 (Schneider, Puehler et al, 2000), cIL-15 (Xin, Hamajima et al. 1999), y 
citoquinas equinas, por ejemplo, GM-CSF equino (documento WO00/77210). Preferiblemente, se usan citoquinas de 35 
la especie que se va a vacunar; es decir, ventajosamente, la citoquina se corresponde con la especie objetivo u 
hospedante, y por ejemplo se indica GM-CSF canino (ejemplo 8 del documento WO00/77043), GM-CSF felino 
(ejemplo 9 del documento WO00/77043). 
 
[0114] El documento WO00/77210 proporciona la secuencia de nucleótidos y la secuencia de aminoácidos 40 
que corresponden al GM-CSF equino, la producción de GM-CSF in vitro y la construcción de vectores (p. ej., 
plásmidos y vectores víricos) que permiten la expresión de GM-CSF in vivo. Estas proteínas, plásmidos y vectores 
víricos se pueden usar en composiciones inmunógenas y vacunas equinas de acuerdo con la descripción. Por 
ejemplo, se puede usar el plásmido pJP097 descrito en el ejemplo 3 del documento WO00/77210 o se puede usar la 
enseñanza de este último para producir otros vectores o para la producción in vitro del GM-CSF equino y la 45 
incorporación de los vectores del GM-CSF equino en composiciones inmunógenas o vacunas equinas de acuerdo 
con la descripción. 
 
[0115] La presente descripción se refiere también a composiciones inmunógenas y las llamadas vacunas de 
subunidades, que incorporan o comprenden o consisten esencialmente en la proteína VP2 y opcionalmente una o 50 
más de otras proteínas de BTV mencionadas en la presente memoria, p. ej., VP5 o VP7 y ventajosamente 
producidas por expresión in vitro de la forma descrita en el presente documento, así como un soporte o vehículo o 
excipiente aceptable en farmacia o veterinaria. 
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[0116] El soporte o vehículo o excipiente aceptable en farmacia o veterinaria lo puede determinar el experto 
en la materia sin excesiva experimentación, a partir de la descripción del presente documento y el conocimiento en 
la materia, p. ej., por referencia a documentos citados en el presente documento o documentos a los que se hace 
referencia en los documentos citados en el presente documento y pueden ser, por ejemplo, disolución salina de 5 
NaCl al 0,9 % o tampón de fosfato. 
 
[0117] Las composiciones inmunógenas y vacunas de subunidades de acuerdo con la descripción 
preferiblemente comprenden o consisten esencialmente en uno o más adyuvantes. Son especialmente adecuados 
para usar en la presente descripción (1) un polímero de ácido acrílico o metacrílico, o un polímero de anhídrido 10 
maleico y derivado de alquenilo, (2) una secuencia inmunoestimuladora (ISS), tal como una secuencia de 
oligodesoxirribonucleótido que tiene una o más unidades de CpG no metiladas (Klinman, Yi et al. 1996), (3) una 
emulsión de aceite en agua, tal como la emulsión de SPT descrita en la pág. 147 de "Vaccine Design, The Subunit 
and Adjuvant Approach", publicado por M. Powell, M. Newmann, (Powell y Newman 1995), y la emulsión MF59 
descrita en la pág. 183 del mismo trabajo, (4) una emulsión de agua en aceite (EP-A-639 071), (5) saponina, tal 15 
como Quil-A, o (6) hidróxido de alúmina o un equivalente. Los diferentes tipos de adyuvantes definidos en 1), 2) y 3) 
se han descrito con mayor detalle en el presente documento en conexión con las vacunas basadas en vectores de 
expresión y composiciones inmunógenas. 
 
[0118] La dosis y volúmenes de dosis se describen en el presente documento en conexión con la descripción 20 
general de los procedimientos de inmunización y vacunación. 
 
[0119] Los animales inmunizados con composiciones o vacunas inmunógenas de acuerdo con la descripción 
desarrollan una inmunidad específica contra el BTV, que durante una infección por el BTV implica una disminución 
de la viremia, y puede bloquear totalmente el virus, comparado con animales de control no vacunados. Este aspecto 25 
ventajoso de la descripción se puede usar para detener la transmisión del BTV para limitar la existencia de 
reservorios víricos en mamíferos, y para prevenir los brotes de la enfermedad de la lengua azul. 
 
[0120] Otro aspecto ventajoso de la descripción es que la inmunidad protectora se puede transmitir de 
sujetos vacunados a la progenie. 30 
 
[0121] De acuerdo con la descripción, la vacunación contra el BTV se puede combinar con otras 
vacunaciones dentro del marco de programas de vacunación, en forma de kits o procedimientos de inmunización o 
vacunación, o en forma de composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes, es decir, que 
comprenden o consisten esencialmente en al menos un componente de vacuna contra el BTV y al menos un 35 
componente de vacuna contra al menos otro agente patógeno. Esto también incluye la expresión por el mismo 
vector de expresión de genes de al menos dos agentes patógenos, que incluyen el BTV. 
 
[0122] Por lo tanto, la descripción también se refiere a una composición inmunógena multivalente o de 
“cóctel” o una vacuna multivalente o de “cóctel” contra el BTV, contra al menos otro patógeno de la especie objetivo, 40 
usando el mismo vector de expresión in vivo que contiene y expresa al menos un polinucleótido del BTV de acuerdo 
con la descripción y al menos un polinucleótido que expresa un inmunógeno de otro patógeno. Como composiciones 
inmunógenas o vacunas multivalentes o de “cóctel”, así como inmunógenos o antígenos o epítopos de los mismos 
que van a estar en o expresar dichas composiciones o vacunas, se dirige la atención a los documentos citados en el 
presente documento, así como las patentes de EE.UU. n.º 5 843 456 y 6 368 603. 45 
 
[0123] El “inmunógeno” expresado por un vector de la descripción o usado en las composiciones o vacunas 
multivalentes o de “cóctel” se entiende que significa una proteína, glucoproteína, polipéptido, péptido, epítopo o 
derivado, p. ej., proteína de fusión, que induce una respuesta inmunitaria, preferiblemente de una naturaleza 
protectora. 50 
 
[0124] Como se describe en el presente documento, estas composiciones o vacunas multivalentes pueden 
comprender también o consistir esencialmente en un soporte o vehículo o excipiente aceptable en farmacia o 
veterinaria, y opcionalmente un adyuvante. 
 55 
[0125] La descripción también se refiere a una composición inmunógena multivalente o una vacuna 
multivalente que comprende al menos un vector de expresión in vivo en el que se inserta (y expresa in vivo) al 
menos un polinucleótido del virus de la lengua azul y al menos un segundo vector de expresión en el que se inserta 
(y expresa in vivo) un polinucleótido que codifica un inmunógeno de otro agente patógeno. Dichas composiciones o 
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vacunas multivalentes también comprenden o consisten esencialmente en un soporte o vehículo o excipiente 
aceptable en farmacia o veterinaria, y opcionalmente un adyuvante. 
 
[0126] Para antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) que se incluyen en o son expresados por una vacuna o 
composición inmunógena multivalente (además del antígeno(s), inmunógeno(s) o epítopo(s)), incluyendo la 5 
determinación o evaluación de epítopo(s), el experto en la materia puede consultar los documentos citados en el 
presente documento o documentos citados en los documentos citados en el presente documento. 
 
[0127] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes ovinas, el o los 
patógenos ovinos adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos ovinos 10 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye virus del herpesvirus ovino de tipo 1 (OHV-1), 
herpesvirus ovino de tipo 2 (OHV-2), virus de la enfermedad de la frontera (BDV), virus de la enfermedad de Boma, 
peste de los pequeños rumiantes, virus de la enfermedad de ovina de Nairobi (NSDV), virus Ecthyma (parapoxvirus 
de oveja), virus de la rabia (rhabdovirus), parvovirus felino (FPV), rotavirus ovino, pestivirus ovino, adenovirus ovino, 15 
virus de la enfermedad de pies y boca (FMDV), fiebre del valle del Rift, y mezclas de los mismos. Antígenos 
adicionales adecuados para usar en las composiciones de la presente invención incluyen antígenos derivados de 
patógenos bacterianos y víricos de oveja. Los antígenos bacterianos y parasitarios preferidos incluyen 
Cryptosporidium parvum, Chlamydia, Coxiella bumetti, Clostridium sp., Pasteurella multocida, Pasteurella 
haemolytica, Salmonella typhimurium, Brucella, Erysipelothrix rhusiopathiae, Haemonchus contortis, Ostertagia, 20 
Coccidia y Escherichia coli. 
 
[0128] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes bovinas, el o los 
patógenos equinos adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos equinos 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 25 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye: herpesvirus bovino de tipo 1 (BHV-1) llamado 
también rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), virus respiratorio sincitial bovino (BRSV), virus de la enfermedad de 
las mucosas también llamado pestivirus bovino de tipo 1 o tipo 2 (virus de la diarrea vírica bovina o BVDV- 1 y 
BVDV-2), y virus parainfluenza de tipo 3, para cada valencia, uno o más de los genes seleccionados  del grupo que 
consiste en gB y gD para herpesvirus bovino, F y G para el virus respiratorio sincitial bovino, E2, C+E1+E2 y E1+E2 30 
para el virus de la enfermedad de las mucosas, y HN y F para los virus parainfluenza de tipo 3. Antígenos 
adicionales adecuados para usar en las composiciones de la presente invención incluyen antígenos derivados de 
patógenos bacterianos y víricos del ganado. Los antígenos bacterianos preferidos incluyen antígenos clostridiales, 
tales como Clostridium botulinum C y D, Clostridium perfringens tipo A, B, C y D, Clostridium septicum, Clostridium 
tetani, Clostridium chauvoei, Clostridium novyi tipo B, Clostridium sordellii, Clostridium haemolyticum; antígenos de 35 
Leptospira, por ejemplo, Leptospira interrogans tales como Leptospira hardjo, Leptospira Pomona, Leptospira 
copenhageni, Leptospira zanoni, Leptospira tarassovi; antígenos de Pasteurella tales como Pasteurella multocida y 
Pasteurella haemolytica; antígenos de Corynebacterium tales como Corynebacterium pseudotuberculosis, 
Corynebacterium renale, Corynebacterium cystitis, Corynebacterium pilosum y Corynebacterium bovis; y antígenos 
de Haemophilus tales como Haemophilus somnus y Haemophilus pleuropneumoniae; Dichelobacter nodosus pilus; 40 
antígenos de Mycoplasma tales como Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma bovis y Mycoplasma ovipneumoniae. 
Los antígenos víricos preferidos incluyen antígenos del virus de la diarrea bovina (BVD), antígenos del virus de la 
rinotraqueitis bovina (IBR), antígenos de Parainfluenza-3, antígenos del virus respiratorio sincitial (RSV) y antígenos 
de la fiebre efímera bovina (BEF). Por lo tanto, la descripción comprende el uso de polinucleótido(s) que codifica(n) 
(un) fragmento(s) inmunológicamente activo(s) o (un) epítopo(s) de dicho(s) inmunógeno(s). 45 
 
[0129] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes equinas, el o los 
patógenos equinos adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos equinos 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye virus de influenza equina (EI), peste equina africana 50 
([AHSV] preferiblemente con una combinación de inmunógenos VP2 y VP5), virus de la encefalosis equina ([EEV] 
también con una combinación de VP2 y VP5), virus de la encefalitis equina occidental (WEEV), virus de la encefalitis 
equina venezolana (VEEV), virus de la encefalitis equina del este (EEEV), virus del Nilo occidental (WNV), 
Clostridium tetani (tétanos), y mezclas de los mismos. Preferiblemente, para AHSV los inmunógenos son VP2 y/o 
VP5, para EIV el inmunógeno es ventajosamente HA, NP y/o N; para los virus de la encefalitis, el inmunógeno es 55 
ventajosamente C y/o E2; y para Clostridium tetani el inmunógeno es toda o parte de la subunidad C de la toxina 
tetánica. Por lo tanto, la descripción comprende el uso de polinucleótido(s) que codifica(n) (un) fragmento(s) 
inmunológicamente activo(s) o (un) epítopo(s) de dicho(s) inmunógeno(s). 
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[0130] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes caninas, el o los 
patógenos caninos adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos caninos 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye virus de los virus de la enfermedad del sarampión, 
adenovirus canino 1 (CAV-1), adenovirus canino 2 (CAV-2), virus del moquillo canino (CDV), virus parainfluenza 5 
canino de tipo 2 (CPI-2), herpesvirus canino de tipo 1 (CHV-1), virus de la rabia (rhabdovirus), parvovirus canino 
(CPV), coronavirus canino (CCV), adenovirus canino, Borrelia burgdorferi, Leptospira y mezclas de los mismos. 
Preferiblemente, para CDV el inmunógeno es ventajosamente F y/o HA (véanse también, las patentes de EE.UU. n.º 
6 309 647, 5 756 102 en relación con inmunógeno y construcciones de CDV); para CPV el inmunógeno es 
ventajosamente VP2; para CCV el inmunógeno es ventajosamente S y/o M; para CHV-1 el inmunógeno es 10 
ventajosamente gB y/o gC y/o gD (véanse también, las patentes de EE.UU. n.º 5 688 920, 5 529 780, en relación con 
inmunógenos y construcciones de CHV); para el virus de la rabia el inmunógeno es ventajosamente G (véase 
también, la patente de EE.UU. n.º 5 843 456 en relación con las composiciones de combinación de la rabia); para 
Borrelia burgdorferi el inmunógeno es ventajosamente OspA (véase también, la patente de EE.UU. n.º 6 368 603 en 
relación con las composiciones de combinación de OspA). Por lo tanto, la descripción comprende el uso de 15 
polinucleótido(s) que codifica(n) (un) fragmento(s) inmunológicamente activo(s) o (un) epítopo(s) de dicho(s) 
inmunógeno(s). 
 
[0131] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes felinas, el o los 
patógenos felinos adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos felinos 20 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye virus de herpesvirus felino de tipo 1 (FHV-1), 
calicivirus felino (FCV), virus de la rabia (rhabdovirus), parvovirus felino (FPV), virus de la peritornitis infecciosa felina 
(FIPV), virus de la leucemia felina (FeLV), virus de inmunodeficiencia felino (FIV), Chlamydia y mezclas de los 
mismos. Preferiblemente, para FeLV el inmunógeno es ventajosamente A y/o B y/o gag y/o pol, p. ej., gag/pol; para 25 
FPV el inmunógeno es ventajosamente VP2; para FIPV el inmunógeno es ventajosamente S y/o M y/o N, p. ej., S y 
M y/o N (véanse también, las patentes de EE.UU. n.º 6 348 196 y 5 858 373 e inmunógenos y construcciones de los 
mismos); para FHV el inmunógeno es ventajosamente gB y/o gC y/o gD, p. ej., gB y gC y/o gD (véanse también, las 
patentes de EE.UU. n.º 5 338 683, 6 183 750; para inmunógenos de herpesvirus e inmunógenos que expresan los 
mismos); para FCV el inmunógeno es ventajosamente C; para FIV el inmunógeno es ventajosamente env y/o gag 30 
y/o pro, p. ej., gag/pro, env, o env y gag/pro (véanse también los inmunógenos y construcciones descritos en 
Tartaglia et al., solicitud de EE.UU. n.º de serie 08/746 668, presentada el 14 de noviembre,1996); para el virus de la 
rabia el inmunógeno es ventajosamente G. Por lo tanto, la descripción comprende el uso de polinucleótido(s) que 
codifica(n) (un) fragmento(s) inmunológicamente activo(s) o (un) epítopo(s) de dicho(s) inmunógeno(s). 
 35 
[0132] Para las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes aviares, el o los 
patógenos aviares adicionales, de los cuales los antígeno(s) o inmunógeno(s) o epítopo(s) de los mismos aviares 
adicionales se incluyen en y/o son expresados por las composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas 
multivalentes, se eligen ventajosamente del grupo que incluye virus de virus de la enfermedad Marek (MDV) (p. ej., 
serotipos 1 y 2, preferiblemente 1), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), virus de la enfermedad de Gumboro 40 
o virus de la enfermedad de bursitis infecciosa (IBDV), virus de la bronquitis infecciosa (IBV), virus de la anemia 
infecciosa o virus de la anemia del pollo (CAV), virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), virus de la 
encefalomielitis o virus de la encefalomielitis aviar (AEV o virus de la leucosis aviar ALV), virus de la enteritis 
hemorrágica de pavos (HEV), virus pneumovirosis (TRTV), virus de la gripe aviar (influenza aviar), virus de 
hidropericarditis aviar, reovirus aviar, Escherichia coli, Mycoplasma gallinarum, Mycoplasma gallisepticum, 45 
Haemophilus avium, Pasteurella gallinarum, Pasteurella multocida gallicida, y mezclas de los mismos. 
Preferiblemente, para MDV el inmunógeno es ventajosamente gB y/o gD, p. ej., gB y gD, para NDV el inmunógeno 
es ventajosamente HN y/o F, p. ej., HN y F; para IBDV el inmunógeno es ventajosamente VP2; para IBV el 
inmunógeno es ventajosamente S (más ventajosamente S1) y/o M y/o N, p. ej., S (o S1) y M y/o N; para CAV el 
inmunógeno es ventajosamente VP1 y/o VP2; para ILTV el inmunógeno es ventajosamente gB y/o gD; para AEV el 50 
inmunógeno es ventajosamente env y/o gag/pro, p. ej., env y gag/pro o gag/pro; para HEV el inmunógeno es 
ventajosamente la proteína 100K y/o hexón; para TRTV el inmunógeno es ventajosamente F y/o G, y para la gripe 
aviar el inmunógeno es ventajosamente HA y/o N y/o NP, p. ej., HA y N y/o NP. Por lo tanto, la descripción 
comprende el uso de polinucleótido(s) que codifica(n) (un) fragmento(s) inmunológicamente activo(s) o (un) 
epítopo(s) de dicho(s) inmunógeno(s). 55 
 
[0133] A modo de ejemplo, en una composición inmunógena multivalente o una vacuna multivalente de 
acuerdo con la descripción, a la que se han añadido opcionalmente uno o más adyuvantes (y por lo tanto la 
composición contiene o consiste esencialmente en o consiste en uno o más adyuvantes) como se describe en el 
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presente documento, y que está dirigida para especies equinas, se puede incorporar (y por tanto para que la vacuna 
comprenda, consista esencialmente o consista en) uno o más plásmidos descritos en el documento WO98/03198, 
ventajosamente como se describe en los ejemplos 8 a 25 del mismo, y/o los descritos en el documento WO00/77043 
y que se refieren a especies equinas, ventajosamente los descritos en los ejemplos 6 y 7 del mismo. Para las 
especies caninas, una composición o vacuna multivalente puede contener o consistir esencialmente en o consistir 5 
en uno o más de los plásmidos descritos en el documento WO98/03199, ventajosamente como se describen en los 
ejemplos 8 a 16 del mismo, y/o los descritos en el documento WO00/77043 y que se refieren a especies caninas, 
ventajosamente los descritos en los ejemplos 2, 3 y 4 del mismo; y dichas composiciones o vacunas pueden 
contener o consistir esencialmente en o consistir en uno o más adyuvantes. Para las especies felinas, una 
composición o vacuna multivalente puede contener o consistir esencialmente en o consistir en uno o más de los 10 
plásmidos descritos en el documento WO98/03660, ventajosamente en los ejemplos 8 a 19 del mismo, y/o los 
descritos en el documento WO00/77043 y que se refieren a la especie felina, ventajosamente los descritos en el 
ejemplo 5 del mismo; y, dichas composiciones o vacunas pueden contener o consistir esencialmente en o consistir 
en uno o más adyuvantes. Y para la especie aviar, una composición o vacuna multivalente puede contener o 
consistir esencialmente en o consistir en uno o más de los plásmidos descritos en el documento WO98/03659, 15 
ventajosamente en los ejemplos 7 a 27 del mismo; y dichas composiciones o vacunas pueden contener o consistir 
esencialmente en o consistir en uno o más adyuvantes. 
 
[0134] Las composiciones o vacunas inmunógenas descritas en el presente documento también se pueden 
combinar con al menos una vacuna convencional (p. ej., inactivada, viva atenuada o subunidad) dirigida contra el 20 
mismo patógeno o al menos otro patógeno de la especie a la que se dirige la composición o vacuna. Las 
composiciones o vacunas inmunógenas descritas en el presente documento se pueden administrar antes o después 
de la vacuna convencional, p. ej., en un régimen de “sensibilización-refuerzo”. 
 
[0135] La descripción comprende además la vacunación combinada que usa composición(es) inmunógena(s) 25 
o vacuna(s) de subunidad de acuerdo con la descripción. Por lo tanto, la descripción también se refiere a 
composiciones inmunógenas multivalentes y vacunas multivalentes que comprenden una o más proteínas de 
acuerdo con la descripción y uno o más inmunógenos (como se describe el término inmunógeno en el presente 
documento) de al menos otro agente patógeno (ventajosamente de entre los del presente documento y en 
documentos citados en el presente documento) y/u otro agente patógeno en forma inactivada o atenuada o como 30 
una subunidad. De la forma descrita, estas vacunas o composiciones multivalentes también contienen, consisten 
esencialmente o consisten en un vehículo o excipiente aceptable en farmacia o veterinaria y opcionalmente uno o 
más adyuvantes. 
 
[0136] La presente descripción también se refiere a procedimientos para la inmunización y vacunación de 35 
una especie objetivo, p. ej., como se describe en el presente documento. 
 
[0137] La presente descripción también se refiere a procedimientos para la inmunización y/o vacunación de 
una especie objetivo, usando un régimen de “sensibilización-refuerzo”. La expresión “sensibilización-refuerzo” se 
refiere a la administración sucesiva de dos tipos de vacunas diferentes o tipos de composiciones inmunógenas o 40 
inmunológicas que tienen al menos un inmunógeno en común. La administración de la sensibilización 
(sensibilización) es la administración de un primer tipo de vacuna o composición inmunógena o inmunológica y 
puede comprender una, dos o más administraciones. La administración de refuerzo es la administración de un 
segundo tipo de vector o composición inmunógena o inmunológica, y puede comprender, una, dos o más 
administraciones, y, por ejemplo, puede comprender o consistir esencialmente en administraciones anuales.  45 
 
[0138] Una realización de una inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo contra el BTV de 
acuerdo con la descripción es una inmunización o vacunación de sensibilización-refuerzo en la que se administra 
primero al animal una vacuna de ADN o composición inmunógena o inmunológica (sensibilización) que comprende o 
consiste esencialmente en y expresa in vivo, al menos un inmunógeno, antígeno o epítopo del BTV, y después se 50 
administra (con refuerzo) un segundo tipo de vacuna o composición inmunógena o inmunológica que contiene o 
consiste esencialmente en o expresa al menos un inmunógeno, antígeno o epítopo que es común con la vacuna o 
composición inmunógena o inmunológica de sensibilización. El segundo tipo de vacuna puede ser una vacuna de 
subunidad o composición inmunógena o inmunológica inactivada o atenuada o un vector, p. ej., vacuna de virus 
modificado o recombinante o composición inmunógena o inmunológica que tiene expresión in vivo (p. ej., poxvirus, 55 
herpesvirus, adenovirus). Se pueden usar ventajosamente los poxvirus, p. ej., virus vaccinia atenuados, como MVA o 
NYVAC, y avipoxvirus, como virus de la viruela del canario y virus de la viruela de aves de corral. 
 
[0139] Ventajosamente, la vacuna de ADN está dirigida a inducir una respuesta inmunitaria de sensibilización 
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específica para el inmunógeno, antígeno o epítopo expresado o “respuesta inmunitaria inducida por ADN” (tal como 
respuesta de linfocitos T de memoria interferón gamma+ (IFNγ+) específica para el inmunógeno, antígeno o epítopo 
expresado) que  es reforzable (se puede reforzar) mediante la posterior administración (refuerzo) de una vacuna o 
composición inmunológica inactivada o una vacuna recombinante viva que comprende o consiste esencialmente en 
un vector vírico, tal como un poxvirus recombinante vivo, que contiene o consiste esencialmente en y expresa in vivo 5 
al menos el o los mismos inmunógenos o antígenos o epítopos expresados por la vacuna de ADN. La respuesta de 
linfocitos T de memoria IFNγ+ específica para el inmunógeno de BTV expresado se puede mostrar en un ensayo por 
inmunoadsorción ligado a enzimas de puntos (ELISPOT) cuantitativo usando células mononucleares de sangre 
periférica (PBMCs) (Laval, Paillot et al. 2002). 
 10 
[0140] El “refuerzo” se puede administrar desde aproximadamente 2 semanas hasta aproximadamente 6 
meses después de la “sensibilización”, tal como de aproximadamente 3 a aproximadamente 8 semanas después de 
sensibilización, y ventajosamente de aproximadamente 3 a aproximadamente 6 semanas después de 
sensibilización, y más ventajosamente, aproximadamente 4 semanas después de sensibilización. 
 15 
[0141] Para animales ovinos, bovinos o equinos, la sensibilización se puede hacer con una vacuna de ADN o 
composición inmunógena o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en y expresa in vivo molécula o 
moléculas de ácido nucleico que codifican un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV de acuerdo con la 
descripción, y el refuerzo se hace ventajosamente con una vacuna o composición inmunógena o inmunológica que 
comprende un vector vírico vivo recombinante (p. ej. poxvirus, herpesvirus, adenovirus), tal como un virus de la 20 
viruela de las aves de corral recombinante o  virus viruela del canario recombinante, OHV-1 o OHV-2 recombinante, 
BHV-1 o BHV-2, EHV-1 o EHV-4, que comprende o consiste esencialmente en molécula o moléculas de ácido 
nucleico que codifican y expresan in vivo al menos uno del o de los mismos inmunógenos, antígenos o epítopos de 
BTV que expresa la vacuna de ADN o la composición inmunógena o inmunológica. En otra realización, estas 
vacunas o composiciones inmunológicas o inmunógenas de sensibilización y refuerzo pueden tener adyuvantes 25 
tales como, por ejemplo, DMRIE-DOPE para la vacuna de ADN o composición inmunógena o inmunológica de 
sensibilización, y Carbopol® para la vacuna o composición inmunógena o inmunológica recombinante de refuerzo. 
 
[0142] La sensibilización se puede llevar a cabo en una oveja joven, ternero o potro que pueden tener 
anticuerpos maternos contra el BTV (contra el cual se dirige la inmunización o vacunación). Ventajosamente, la 30 
vacuna de ADN o composición inmunógena o inmunológica se administra al animal joven desde el nacimiento hasta, 
e incluyendo, aproximadamente 16 semanas de edad, tal como desde el nacimiento hasta, e incluyendo, 
aproximadamente 8 semanas de edad, por ejemplo, desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 6 
semanas de edad, p. ej., desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 4 semanas de edad. 
 35 
[0143] Para los felinos, la sensibilización se puede hacer con una vacuna de ADN o composición inmunógena 
o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en y expresa in vivo molécula o moléculas de ácido 
nucleico que codifican un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV, y el refuerzo se hace ventajosamente con una 
vacuna o composición inmunógena o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en un vector vírico vivo 
recombinante (p. ej. poxvirus, herpesvirus, adenovirus, ventajosamente virus de la viruela de las aves de corral 40 
recombinante, virus de la viruela del canario recombinante, FHV recombinante, adenovirus canino recombinante), 
que comprende o consiste esencialmente en molécula o moléculas de ácido nucleico que codifican y expresan in 
vivo al menos un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV que es el mismo que el expresado por la vacuna de ADN. 
En otra realización, estas vacunas o composiciones inmunológicas o inmunógenas de sensibilización y refuerzo 
pueden tener adyuvantes tales como, por ejemplo, DMRIE-DOPE para la vacuna de ADN o composición 45 
inmunógena o inmunológica de sensibilización, y Carbopol® para la vacuna o composición inmunógena o 
inmunológica recombinante de refuerzo. 
 
[0144] La sensibilización se puede llevar a cabo en un gato joven que puede tener anticuerpos maternos 
contra el BTV (contra el cual se dirige la inmunización o vacunación). La vacuna de ADN o composición inmunógena 50 
o inmunológica se administra al gato joven desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 12 semanas 
de edad, por ejemplo, desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 8 semanas de edad, 
ventajosamente desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 6 semanas de edad, p. ej., desde el 
nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 4 semanas de edad. 
 55 
[0145] Para los caninos, la sensibilización se puede hacer con una vacuna de ADN o composición 
inmunógena o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en y expresa in vivo molécula o moléculas de 
ácido nucleico que codifican un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV, y el refuerzo se hace ventajosamente con 
una vacuna o composición inmunógena o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en un vector vírico 
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vivo recombinante (p. ej. poxvirus, herpesvirus, adenovirus, ventajosamente virus de la viruela de las aves de corral 
recombinante o virus de la viruela del canario recombinante, CHV recombinante, adenovirus canino recombinante), 
que comprende o consiste esencialmente en molécula o moléculas de ácido nucleico que codifican y expresan in 
vivo al menos un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV que es el mismo que el expresado por la vacuna de ADN. 
En otra realización, estas vacunas o composiciones inmunológicas o inmunógenas de sensibilización y refuerzo 5 
pueden tener adyuvantes tales como, por ejemplo, DMRIE-DOPE para la vacuna de ADN o composición 
inmunógena o inmunológica de sensibilización, y Carbopol® para la vacuna o composición inmunógena o 
inmunológica recombinante de refuerzo. 
 
[0146] La sensibilización se puede llevar a cabo en un cachorro de perro joven que puede tener anticuerpos 10 
maternos contra el BTV (contra el cual se dirige la inmunización o vacunación). La vacuna de ADN o composición 
inmunógena o inmunológica se administra al cachorro joven desde el nacimiento hasta, e incluyendo, 
aproximadamente 12 semanas de edad, por ejemplo, desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 8 
semanas de edad, ventajosamente desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 6 semanas de edad, 
p. ej., desde el nacimiento hasta, e incluyendo, aproximadamente 4 semanas de edad. 15 
 
[0147] Para las aves, la sensibilización se puede hacer con una vacuna de ADN o composición inmunógena 
o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en y expresa in vivo molécula o moléculas de ácido 
nucleico que codifican un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV, y el refuerzo se hace ventajosamente con una 
vacuna o composición inmunógena o inmunológica que comprende o consiste esencialmente en un vector vírico vivo 20 
recombinante (p. ej. poxvirus, herpesvirus, adenovirus, ventajosamente virus de la viruela de las aves de corral 
recombinante o virus de la viruela del canario recombinante, HVT recombinante, MDV recombinante, adenovirus 
aviar recombinante), que comprende o consiste esencialmente en molécula o moléculas de ácido nucleico que 
codifican y expresan in vivo al menos un inmunógeno, antígeno o epítopo de BTV que es el mismo que el expresado 
por la vacuna de ADN. En otra realización, estas vacunas o composiciones inmunológicas o inmunógenas de 25 
sensibilización y refuerzo pueden tener adyuvantes tales como, por ejemplo, DMRIE-DOPE para la vacuna de ADN 
o composición inmunógena o inmunológica de sensibilización, y Carbopol® para la vacuna o composición 
inmunógena o inmunológica recombinante de refuerzo. 
 
[0148] En una realización, la vacuna de ADN o composición inmunógena o inmunológica de sensibilización 30 
comprende o consiste esencialmente en un plásmido que codifica y expresa los polipéptidos VP2, VP5, o VP2 y 
VP5, de modo que el plásmido pLH2078.15 (figura 10) al que se ha incorporado un promotor eucariota ubicuo, es 
decir, el citomegalovirus inmediato temprano humano (CMV-IE) para obtener así la expresión eficaz de las proteínas 
VP2 y VP5, y el refuerzo de la vacuna o composición inmunógena o inmunológica recombinante comprende o 
consiste esencialmente en un poxvirus tal como el virus de la viruela del canario, por ejemplo, el virus de la viruela 35 
del canario recombinante vCP2289 (ejemplo 9). En otra realización, estas vacunas o composiciones inmunológicas o 
inmunógenas de sensibilización y refuerzo puede llevar adyuvante: la vacuna de ADN o composición inmunógena o 
inmunológica que contiene el plásmido pLH2078.15 (figura 10), que comprende, pero no se limita, al promotor de 
CMV-IE, puede llevar el adyuvante DMRIE-DOPE, como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. 
20050255127; y la vacuna recombinante o composición inmunógena o inmunológica que contiene vCP2289 puede 40 
llevar el adyuvante Carbopol®, como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. 20050255127. 
 
[0149] La descripción también se refiere a kits para llevar a cabo procedimientos de sensibilización-refuerzo 
que comprenden o consisten esencialmente en una vacuna o composición inmunógena o inmunológica de 
sensibilización y una vacuna o composiciones inmunológicas o inmunógenas de refuerzo en recipientes separados, 45 
opcionalmente con instrucciones para la mezcla y/o administración. 
 
[0150] Las cantidades (dosis) administradas en la sensibilización y el refuerzo y la vía de administración para 
la sensibilización y el refuerzo pueden ser como se describen en el presente documento, de forma que a partir de 
esta descripción y el conocimiento en la materia, se puede poner en práctica el régimen de sensibilización-refuerzo 50 
sin excesiva experimentación. Además, a partir de la descripción y el conocimiento en la técnica, el experto en la 
materia puede poner en práctica los procedimientos, kits, etc. del presente documento con respecto a cualquiera de 
las especies objetivo mencionadas en el presente documento. 
 
[0151] Estos procedimientos pueden comprender, consistir esencialmente o consistir en la administración de 55 
una cantidad eficaz de una composición inmunógena o vacuna de acuerdo con la descripción. Esta administración 
puede ser por vía parenteral, p. ej., por administración subcutánea, intradérmica o intramuscular, y/o por vías oral y/o 
nasal. Ventajosamente, esta administración es intramuscular o subcutánea. Pueden tener lugar una o más 
administraciones, tales como dos administraciones. 
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[0152] Las vacunas o composiciones inmunógenas se pueden inyectar mediante un inyector de chorro líquido 
o inyector de chorro de polvo sin aguja. Para los plásmidos se pueden usar partículas de oro recubiertas con el 
plásmido y expulsadas de modo que penetren en las células de la piel del sujeto que se va a inmunizar (Tang, DeVit 
et al. 1992). Se pueden consultar otros documentos citados en la presente memoria para los procedimientos y 5 
aparatos de administración de vacunas o composiciones inmunógenas de la descripción. El inyector sin agujas 
también puede ser, por ejemplo, Biojector 2000 (Bioject Inc., Portland OR, EE.UU.). 
 
[0153] Ventajosamente las composiciones inmunógenas y vacunas de acuerdo con la descripción 
comprenden o consisten esencialmente en o consisten en una cantidad eficaz para producir una respuesta 10 
inmunológica tal como, pero no se limita a, anticuerpos neutralizantes y/o una respuesta inmunológica protectora de 
uno o más vectores de expresión y/o polipéptidos como se describen en el presente documento; y, se puede 
determinar una cantidad eficaz a partir de esta descripción, y el conocimiento en la materia, sin excesiva 
experimentación. Ventajosamente, las composiciones inmunógenas y vacunas de acuerdo con la descripción 
comprenden o consisten esencialmente en o consisten en una cantidad eficaz de uno o más vectores de expresión 15 
y/o polipéptidos como se describen en el presente documento, que producen una respuesta protectora tal como, 
pero no se limita a, reducción o extinción de los síntomas clínicos tales como, pero no se limita a hipertermia, 
leucopenia, linfopenia, trombocitopenia y/o reducción o extinción de la viremia. 
 
[0154] En el caso de composiciones inmunógenas o vacunas basadas en un vector plasmídico, una dosis 20 
puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en, en términos generales, de aproximadamente 10 µg a 
aproximadamente 2000 µg, ventajosamente de aproximadamente 50 µg a aproximadamente 1000 µg. Los 
volúmenes de dosis pueden ser entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 2 ml, preferiblemente entre 
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 1 ml. 
 25 
[0155] Estas dosis y volúmenes de dosis son adecuados para la vacunación de equinos y otras especies 
objetivo que son mamíferos tales como ovinos, bovinos, caninos, felinos. 
 
[0156] Para la vacunación o inmunización en aves, una dosis está ventajosamente entre aproximadamente 
10 µg y aproximadamente 500 µg y preferiblemente entre aproximadamente 50 µg y aproximadamente 200 µg. Los 30 
volúmenes de dosis pueden ser entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1 ml, preferiblemente entre 
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,5 ml. 
 
[0157] El experto en la materia puede determinar la dosis de plásmido eficaz para usar para cada protocolo 
de inmunización o vacunación y especies, a partir de esta descripción y el conocimiento en la materia. 35 
 
[0158] En el caso de composiciones inmunógenas o vacunas basadas en poxvirus, una dosis puede ser entre 
aproximadamente 102 ufp y aproximadamente 109 ufp. 
 
[0159] Para ovinos, bovinos, equinos y otras especies objetivo que son mamíferos tales como felinos y 40 
caninos, cuando el vector es un virus vaccinia, la dosis es más ventajosamente entre aproximadamente 104 ufp y 
aproximadamente 109 ufp, preferiblemente entre aproximadamente 106 ufp y aproximadamente 108 ufp y cuando el 
vector es un virus de la viruela del canario, la dosis es más ventajosamente entre aproximadamente 105 ufp y 
aproximadamente 109 ufp y preferiblemente entre aproximadamente 105,5 ufp o aproximadamente 106 ufp y 
aproximadamente 108 ufp. 45 
 
[0160] Para aves, cuando el vector es un poxvirus tal como el virus de la viruela del canario, la dosis es más 
ventajosamente entre aproximadamente 103 ufp y aproximadamente 107 ufp, preferiblemente entre 
aproximadamente 104 ufp y aproximadamente 106 ufp; y cuando el vector es un poxvirus, tal como un virus de la 
viruela de las aves de corral, la dosis es más ventajosamente entre aproximadamente 102 ufp y aproximadamente 50 
105 ufp, preferiblemente entre aproximadamente 103 ufp y aproximadamente 105 ufp. A partir de esta descripción y el 
conocimiento en la materia, el experto en la materia puede determinar la dosis adecuada cuando el vector es otro 
avipoxvirus, tal como el virus de la viruela de la paloma, de la viruela del pichón, etc. 
 
[0161] En el caso de composiciones inmunógenas o vacunas de una especie objetivo de mamífero, basadas 55 
en un vector vírico distinto de un poxvirus, tal como un herpesvirus o adenovirus, una dosis es en general entre 
aproximadamente 103 ufp y aproximadamente 108 ufp; y en el caso de dichas composiciones inmunógenas basadas 
en vector vírico que no es poxvirus para especies de aves o vacunas de aves, una dosis en general es entre 
aproximadamente 103 ufp y aproximadamente 106 ufp. Para dichas composiciones inmunógenas o de vacunas 
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basadas en vector vírico que no es poxvirus, para especies de mamíferos objetivos más grandes, p. ej., gatos más 
grandes (p. ej., mantenidos en un zoo) o equinos, p. ej., en el caso de composiciones inmunógenas o de vacunas 
para equinos, una dosis ventajosamente es entre aproximadamente 106 ufp y aproximadamente 108 ufp. 
 
[0162] El volumen de dosis de las composiciones inmunógenas y de vacunas para las especies objetivo  que 5 
son mamíferos, p. ej., el volumen de dosis de composiciones inmunógenas o de vacunas equinas, basadas en 
vectores víricos, p. ej., composiciones inmunógenas o de vacunas basadas en vector vírico que no es poxvirus, en 
general es entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 2,5 ml, tal como entre aproximadamente 0,5 y 
aproximadamente 2,0 ml, preferiblemente entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 2,0 ml, preferiblemente 
aproximadamente 1,0 ml. El volumen de dosis de las composiciones inmunógenas o de vacunas para aves basadas 10 
en vectores víricos, p. ej., el volumen de dosis de composiciones inmunógenas o de vacunas aviares basadas en 
vector vírico que no es poxvirus, es en general entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1,0 ml, 
preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5 ml y más ventajosamente entre 
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,3 ml. También en relación con dicha vacuna o composición 
inmunógena, a partir de la descripción en el presente documento y el conocimiento en la materia, un experto en la 15 
materia puede determinar el número de administraciones, la vía de administración y las dosis que se usan para cada 
protocolo de inmunización o vacunación, sin excesiva experimentación. Por ejemplo, puede haber dos 
administraciones a una oveja, vaca o caballo, p. ej., en intervalos de 35 días. 
 
[0163] En el caso de composiciones inmunógenas de subunidad o vacunas de subunidad, con respecto a la 20 
cantidad del principio activo, p. ej., la subunidad (antígeno, inmunógeno, epítopo), una dosis comprende o consiste 
esencialmente en o consiste en, en términos generales, de aproximadamente 10 µg a aproximadamente 2000 µg, 
ventajosamente de aproximadamente 50 µg a aproximadamente 1000 µg. El volumen de dosis de dichas 
composiciones inmunógenas o de vacuna para las especies objetivo que son mamíferos, p. ej., para equinos, es en 
general entre aproximadamente 1,0 y aproximadamente 2,0 ml, preferiblemente entre aproximadamente 0,5 y 25 
aproximadamente 2,0 ml y más ventajosamente aproximadamente 1,0 ml. Los volúmenes de dosis de dichas 
composiciones inmunógenas o de vacuna en general es entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1,0 ml, 
preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 0,5 ml, y más ventajosamente entre 0,2 y 0,3 ml. 
También para dicha vacuna o composición inmunógena, el experto en la materia, a partir de esta descripción y el 
conocimiento en la materia puede, sin excesiva experimentación, determinar el número de administraciones, la vía 30 
de administración y las dosis que se usan para cada protocolo de inmunización o vacunación. 
 
[0164] La descripción también se refiere al uso de un vector de expresión in vivo o una preparación de 
vectores y/o polipéptidos de acuerdo con la descripción, para la formulación de una composición inmunógena o una 
vacuna prevista para proteger una especie objetivo, o producir en la especie objetivo una respuesta inmunológica, 35 
contra el BTV, y en algunas realizaciones, contra al menos otro agente patógeno. 
 
[0165] Una vacuna basada en plásmido o una vacuna vírica que expresa una o más proteínas de BTV o una 
vacuna de subunidad de BTV de acuerdo con la presente descripción, no inducirá en el animal inmunizado o 
vacunado, anticuerpos contra otras proteínas del virus que no son presentadas en o por la composición inmunógena 40 
o vacuna (p. ej., no están presentes en la composición inmunógena o vacuna y/o no son expresadas por la 
composición inmunógena o vacuna). Por esta característica, la presente descripción proporciona procedimientos de 
diagnóstico diferenciales. La presente descripción hace posible hacer una distinción entre animales infectados por 
las cepas de campo patógenas del BTV y animales vacunados o inmunizados con vacunas o composiciones de 
acuerdo con la descripción. En el primer caso, las proteínas y/o anticuerpos dirigidos contra estas, están presentes y 45 
se pueden detectar mediante una reacción de antígeno-anticuerpo. En el último (los animales vacunados o 
inmunizados de acuerdo con la descripción), este no es el caso, ya que dichos animales permanecen negativos en 
dicha reacción de antígeno-anticuerpo para proteínas no presentadas en o por la composición inmunógena o de 
vacuna o anticuerpos contra las mismas. Con el fin de hacer esta discriminación, el procedimiento de diagnóstico 
usa una proteína que no está representada en o por la vacuna o composición inmunógena (no presente y/o no 50 
expresada), p. ej., proteínas VP7, NS 1, NS2 o NS3 cuando no están representadas en la vacuna o composición 
inmunógena. 
 
[0166] Por consiguiente, la presente descripción comprende ensayos de diagnóstico o kits que usan una 
proteína o anticuerpo para la misma, que no es presentada en o por una vacuna o composición inmunógena de la 55 
descripción; y kits que contienen dicho ensayo o kit de diagnóstico y dicha vacuna o composición inmunógena, de 
modo que el usuario puede inocular y/o vacunar animales y después hacer el ensayo en animales para determinar 
aquellos animales que han sido expuestos al BTV frente a aquellos animales que solo han sido inmunizados y/o 
vacunados contra el BTV. 
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[0167] Por lo tanto, la presente descripción se refiere al uso de vectores, preparaciones y polipéptidos de 
acuerdo con la descripción para la preparación de composiciones inmunógenas y vacunas, permitiendo la 
discriminación entre animales vacunados o inmunizados y animales infectados. 
 5 
[0168] La presente descripción se refiere también a un procedimiento de inmunización o vacunación asociado 
con un procedimiento de diagnóstico que permite dicha discriminación. 
 
[0169] La proteína seleccionada para el diagnóstico o uno de sus fragmentos o epítopos se usa como el 
antígeno en el ensayo de diagnóstico y/o se usa para producir anticuerpos policlonales o monoclonales. 10 
 
[0170] El experto en la materia tiene suficiente conocimiento práctico para producir estos anticuerpos y para 
implementar antígenos y/o anticuerpos en procedimientos de diagnóstico convencionales, p. ej., pruebas de ELISA y 
de esta forma realizar ensayos de diagnóstico diferenciales de acuerdo con la presente descripción. 
 15 
[0171] La invención se describirá ahora y se ilustrará mediante los siguientes ejemplos no limitantes. 
 
EJEMPLOS  
 
[0172] Todas las construcciones se implementan usando procedimientos de biología molecular (clonación, 20 
digestión por enzimas de restricción, síntesis de un ADN monocatenario complementario, reacción en cadena de la 
polimerasa, alargamiento de un oligonucleótido por la ADN polimerasa, etc.) descritos por Sambrook J. et al. 
(Sambrook y Russell 2001). Todos los fragmentos de restricción usados para estos ejemplos de la presente 
invención, así como los diferentes productos de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se aíslan y purifican 
usando la extracción en gel de Qiagen o kits de purificación de PCR. 25 
 
Ejemplo 1: Cultivo del virus de la lengua azul (BTV) de exposición 
 
[0173] Se usó en todo el experimento el serotipo 17 de BTV, una cepa que fue aislada originalmente de la 
sangre de ovejas de Tulare County, CA (EE.UU.) que murieron de la enfermedad de la lengua azul. El virus se pasó 30 
dos veces en ganado seronegativo antes de aislarlo en células endoteliales de la microvasculatura pulmonar bovinas 
primarias. Para la amplificación, esta cepa del serotipo 17 de BTV (Bonneau, DeMaula et al. 2002; DeMaula, 
Leutenegger et al. 2002) se cultivó en células BHK-21 (células de riñón de hámster recién nacido), que se pueden 
obtener de la American Type Culture Collection (ATCC) con el n.º CCL-10. 
 35 
[0174] Las células BHK-21 se cultivaron en medio Eagle (EMEM) complementado con suero bovino fetal al 
10 % (Hyclone Laboratories), caldo de fosfato de triptosa al 10 %, y penicilina y estreptomicina al 1 %. Las células se 
cultivaron a +37 ºC con una atmósfera de 5 % de CO2. 
 
[0175] La monocapa celular es confluente en el espacio de 3 días. El medio de cultivo después se sustituye 40 
por medio EMEM de nueva aportación complementado con FBS al 10 %, y se añade el BTV en una relación de 
aproximadamente 5 ufp/célula. Cuando se completó el efecto citopatógeno (CPE) (en general de 48 a 72 horas 
después de inicio del cultivo), se recogieron las suspensiones de virus y después se clarificaron por centrifugación y 
se congelaron a -70 ºC. Fueron necesarios uno o dos pasos para producir un lote de virus, que se almacenó a -
70 ºC. 45 
 
Ejemplo 2: Síntesis de VP2 y VP5 de BTV optimizadas 
 
[0176] La preferencia de codones entre diferentes especies puede ser notablemente diferentes. Para 
potenciar el nivel de expresión de una proteína extraña, es decir VP2 y VP5 de BTV usando un sistema de expresión 50 
del virus de la viruela del canario (ALVAC) en una célula de mamífero ovino/bovino/equino, es muy importante 
ajustar la frecuencia de codones de la proteína extraña para que se corresponda con la del sistema de expresión del 
hospedante (Kim, Oh et al. 1997). Para la optimización de codones, los bioinformáticos tienen en cuenta muchos 
otros factores, p. ej., la estructura secundaria, contenido de GC, codones repetidos, sitios de endonucleasas de 
restricción, etc., y desarrollan algoritmos patentados. Geneart GmbH (Regensburg, Alemania) ha desarrollado el 55 
software patentado GeneOptimizer™ (patente en trámite) que implementa la optimización de multiparámetros en una 
sola operación. Teniendo en cuenta los parámetros más importantes en paralelo, el software genera un total de 
hasta 500 000 variantes optimizadas de la secuencia objetivo en un procedimiento evolutivo y selecciona el que se 
ajusta mejor. Se ha descrito que dichos genes optimizados tienen aumentos de rendimientos en la expresión de 
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hasta 100 veces comparado con la secuencia génica original (Bradel-Tretheway, Zhen et al. 2003; Disbrow, Sunitha 
et al. 2003). 
 
[0177] La información de la secuencia de ácido nucleico para VP2 de BTV-17 (SEQ ID NO: 3) (de Mattos, de 
Mattos et al. 1994) y para VP5 de BTV-17 (SEQ ID NO: 4) se envió a Geneart para usar como las secuencias de 5 
BTV-17 “naturales”. Esta información de secuencia se aplicó al software GeneOptimizer™ por Geneart, y se 
obtuvieron las secuencias sintéticas optimizadas para VP2 y VP5. 
 
[0178] La figura 1 proporciona una comparación/alineamiento de secuencias de nucleótidos entre VP2 natural 
(SEQ ID NO: 3) y VP2 sintética optimizada (por Geneart) (SEQ ID NO: 1). La figura 2 proporciona una 10 
comparación/alineamiento de secuencias de nucleótidos entre VP5 natural (SEQ ID NO: 4) y la VP5 sintética 
optimizada (SEQ ID NO: 2). La secuencia optimizada para VP2 y VP5 fue usada por Geneart como base para la 
síntesis química de una matriz de oligonucleótidos con alta precisión que considerados juntos abarcan la secuencia 
codificante sintética entera para cada uno de los genes. Los oligonucleótidos para cada gen después se ensamblan 
usando una estrategia basada en la PCR (reacción en cadena de la polimerasa) para dar la secuencia codificante 15 
sintética completa de VP2 y VP5. 
 
Ejemplo 3: Clonación por pPCR-Script de VP2 sintético y VP5 sintético de BTV-17 optimizados 
 
[0179] VP2 sintético. El vector de clonación pPCR-Script® Amp SK(+) disponible en Stratagene (San Diego, 20 
CA, EE.UU.) se linearizó en su región de sitio de clonado múltiple (MCS) mediante las endonucleasas de restricción 
(RE) Sac I y Kpn I. La secuencia codificante de VP2 sintética completamente ensamblada, lineal, de 2.913 
nucleótidos, que contenía el extremo 3’ del promotor H6 inmediatamente en la dirección 5’ del cordón de inicio ATG, 
después se ligó al vector plasmídico con ADN ligasa T4. El ADN ligado se usó para transformar células de E. coli 
competentes. Se seleccionaron los transformantes positivos que eran resistentes a la ampicilina (llevan el vector 25 
plasmídico) y que albergan la secuencia génica sintética de VP2 en virtud de su fenotipo “blanco” en placas de 
indicador de XGal (gen de la β-galactosidasa interrumpido por la inserción de VP2 en MCS de pPCR-Script®) para la 
caracterización adicional. Se aisló un clon, 043004 pPCR-Script (5 779 pb) y se determinó que era correcto por el 
análisis de secuencia de ADN. La figura 3 ilustra la estrategia de clonación anterior. El clon 043004 se usó para las 
posteriores operaciones de clonación. 30 
 
[0180] VP5 sintético. El vector de clonación pPCR-Script® Amp SK(+) disponible en Stratagene (San Diego, 
CA, EE.UU.) se linearizó en su región MCS mediante escisión por las RE Sac I y Kpn I. La secuencia codificante de 
VP5 sintética completamente ensamblada, lineal, de 1 638 nucleótidos, después se ligó al vector plasmídico con 
ADN ligasa T4. El ADN ligado se usó para transformar células de E. coli ultracompetentes. Se seleccionaron los 35 
transformantes positivos que eran resistentes a la ampicilina (llevan el vector plasmídico) y que albergaban la 
secuencia génica sintética de VP5 en virtud de su fenotipo “blanco” en placas de indicador de XGal (gen de la β-
galactosidasa interrumpido por la inserción de VP2 en MCS de pPCR-Script®) para la caracterización adicional. Se 
aisló un clon, 043005 pPCR-Script (4 492 pb) y se determinó que era correcto por el análisis de secuencia de ADN. 
La figura 8 ilustra la estrategia de clonación anterior. El clon se usó para posteriores operaciones de clonación. 40 
 
Ejemplo 4: plásmido donador ALVAC pNVQH6C5LSP-18. La construcción del plásmido donador ALVAC 
pNVQH6C5LSP-18 se ha descrito (solicitud de patente de EE.UU. 20050255127). Se identificó un locus de 5 kb de 
ADN del virus de la viruela del canario, que codificaba un ORF designado C5 que empezaba en la posición 1864 y 
terminaba en la posición 2187 del genoma vírico. A continuación, se describe un plásmido de inserción de C5 45 
construido eliminando la mayor parte del ORF de C5 y sustituyéndola por el promotor H6, un sitio de clonado 
múltiple (MCS) y secuencias de terminación de transcripción y traducción en todos los marcos de lectura. Se 
amplifica un fragmento por PCR de 1590 pb, que contiene el brazo C5R en la dirección 5’ a partir del ADN genómico 
del virus de la viruela del canario usando los cebadores C5A1 y C5B1 (SEQ ID NO: 5) C5A:  
 50 

- 5’ GGCCGAATTCTGAATGTTAAATGTTATACTTT 3’  
 
(SEQ ID NO:6): C5B1: 

 
 55 
[0181] El fragmento amplificado incluye un sitio EcoR I en el extremo 5’, secuencias de terminación y un MCS 
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que contiene BamH I, Cla I y Xma I en el extremo 3’. 
 
[0182] Se amplificó un fragmento por PCR de 458 pb, que contiene el brazo C5L en la dirección 3’ a partir del 
ADN genómico del virus de la viruela del canario usando los cebadores C5C1 y C5D1: 
 5 

(SEQ ID NO :7) C5C1:  

 
 

(SEQ ID NO: 8) C5D1  
 10 
- 5’ GGCTGCAGGTATTCTAAACTAGGAATAGAT 3’ 

 
[0183] El fragmento amplificado incluye los sitios de endonucleasas de restricción en 5’ BamH I, Cla I y Xma 
I, secuencias de terminación y un sitio Pst I en el extremo 3’. 
 15 
[0184] Los fragmentos de PCR anteriores se fusionaron entre sí por reamplificación de los cebadores C5A y 
C5D (anteriores), generando un fragmento EcoR I-Pst I de 2.030 pb que se clona en el vector plasmídico pUC8 
pUC/C5L/B Cia Xm/C5R. Se usaron los siguientes oligonucleótidos para introducir una secuencia única Not I en el 
extremo 5’ del brazo C5R, por oligoinserción en el sitio EcoR I, generando pUC/Not I/C5R/MCS/C5L:  
 20 
Oligonucleótido para la introducción de Not I 5’ AATTGCGGCCGC 3’ (SEQ ID NO: 18) 
 
[0185] El promotor H6 de vaccinia está contenido en el plásmido pBSH6-1 
 
[0186] Se amplificó un fragmento de 176 pb (fragmento H6) que contenía el promotor H6 y secuencias de 25 
reconocimiento para un sitio de clonado múltiple que contenía Asp718 I, Xho I, Xba I, Cla I y Sma I, usando los 
cebadores H6A1 y H6B1:  
 

(SEQ ID NO: 9) H6A1:  
 30 
- 5’ TCGTTAATTAATTAGAGCTTCTTTAT- TCTATACTTAAAAAG 3’  

 
(SEQ ID NO: 10) H6B1: 

 

 35 
 
[0187] Los fragmentos que codificaban H6 (anterior) se mezclaron y reamplificaron usando H6B1 para 
generar un fragmento H6p/MCS de 232 pb que se insertó en pUC/C5L/B Cla Xm/C5R entre los sitios BamH I y Xma 
I. La figura 4 muestra el plásmido resultante, pNH6C5LSP-18, un plásmido de inserción de C5 que contenía el 
promotor H6, terminadores de la transcripción y traducción funcionales en todos los marcos de lectura y un MCS. 40 
 
[0188] Ejemplo 5: construcción del plásmido donador ALVAC pCXL148.2. El análisis de la secuencia de 
nucleótidos del plásmido donador pNVQH6C5LSP-18 indicaba que hay una mutación de una sola base en la región 
C5R del plásmido donador ALVAC pNVQH6C5LSP-18 (descrito en la solicitud de EE.UU. 20050255127) con 
respecto a la del vector vírico ALVAC (no se proporciona la secuencia). Por consiguiente, se creó pCXL148 como 45 
sigue, para modificar la secuencia del plásmido donador con el fin de obtener la correspondencia exacta con el 
ALVAC clonado (purificado por placa), de modo que se minimiza cualquier discrepancia de secuencia que pueda 
surgir durante la creación de construcciones del virus ALVAC de la lengua azul obtenido recombinante. La figura 5 
ilustra la estrategia de construcción. 
 50 
[0189] El plásmido pNVQH6C5LSP-18 (solicitud de EE.UU. 20050255127) se digirió con las endonucleasas 
de restricción SnaBI+BsrGI para generar un fragmento de 3 923 pb y un fragmento de 962 pb. La digestión por RE 
se resolvió por electroforesis en gel de agarosa, y el fragmento de 3 923 pb se cortó del gel. El fragmento de ADN se 
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purificó usando el kit de extracción de gel QIAquick (Qiagen Inc., EE.UU.; n.º de cat. 28704) como describe el 
fabricante. 
 
[0190] A continuación, se usó el ADN genómico de ALVAC como molde para la reacción de PCR con el 
conjunto de cebadores 7634CXL y 7521CXL (véase más adelante) para generar un fragmento de PCR de 1,89 kb 5 
que expande la región C5R del virus. 
 

(SEQ ID NO: 11) 7521CXL (directo): 
 

-5’ TTATTTAGAAATTATGCATTTTAGA  10 
 

(SEQ ID NO: 12) 7634CXL (inverso):  
 

-5’ GTTCTCGTAGGAGAGAACTATTGAC 
 15 
[0191] El fragmento amplificado por PCR de 1,89 kb se digirió con SnaBI+BsrGI para generar tres 
fragmentos: 361 pb, 569 pb y 962 pb. Esta digestión por RE se presentó por electroforesis en gel de agarosa, y el 
fragmento de 962 pb se cortó del gel y el ADN se purificó usando el kit de extracción de gel QIAquick (Qiagen Inc., 
EE.UU.; n.º de cat. 28704) como describe el fabricante. 
 20 
[0192] La reconstrucción del plásmido donador ALVAC pNVQH6C5LSP-18 en el que el nucleótido "T" 
mutado en la región codificante C5R del plásmido donador se sustituye por el correspondiente nucleótido “C” de 
ALVAC salvaje, se lleva a cabo por combinación de fragmentos de RE para crear pCXL148.2, como sigue: 
 
a. El fragmento de 3 923 pb de la digestión con RE (SnaBI+BsrGI) de pNVQH6C5LSP-18 se liga direccionalmente 25 
con la ADN ligasa T4 al fragmento de 962 pb SnaBI+BsrGI obtenido de la región C5R amplificada por PCR de 
ALVAC. 
 
b. Se usaron reacciones de ligado para transformar células de E. coli competentes y las reacciones de 
transformación se desarrollaron con selección con ampicilina. 30 
 
[0193] Se seleccionaron los transformantes, y su ADN plasmídico se caracterizó por digestiones con RE. Se 
encontró que la secuencia de nucleótidos de un clon candidato pCXL148.2 tenía el nucleótido "C" correcto en la 
región C5R. El nuevo plásmido donador C5 pCXL148.2 tiene una homología exacta con las correspondientes 
secuencias en el vector vírico ALVAC. La secuencia de ácido nucleico del plásmido donador pCXL148.2 se 35 
proporciona en la figura 6 (SEQ ID NO: 13)  
 
Ejemplo 6: Construcción de pC5 H6pVP2 
 
[0194] El plásmido VP2 BTV 17 (043004, figura 3) se digirió con las RE EcoR V + Xho I para generar un 40 
fragmento único de 2.913 pb que comprende: un sitio 5’ EcoR V seguido VP2-BTV de codones optimizado sintético 
de longitud completa seguido del sitio 3’ Xho I. Esta digestión por RE se presentó por electroforesis en gel de 
agarosa, y el fragmento de 2.913 pb se cortó del gel y el ADN se purificó usando el kit de extracción de gel QIAquick 
(Qiagen Inc., EE.UU.; n.º de cat. 28704) como describe el fabricante. 
 45 
[0195] Se digirió pCXL148.2 (plásmido donador pC5, véase la figura 5) con EcoR V y Xho I para generar un 
vector de homología linearizado de 4879 pb que contenía el brazo derecho de C5, el promotor H6 y el brazo 
izquierdo de C5.  
 
[0196] El fragmento de 2.913 pb purificado de la digestión con RE (Eco RV+Xho I) de 043004pVP2 BTV 17 50 
se liga direccionalmente con la ADN ligasa T4 al plásmido ALVAC donador pCXL-148.2 linearizado y digerido con 
Eco RV+Xho I, de 4879 pb. Se usaron reacciones de ligado para transformar células de E. coli competentes, y las 
reacciones de transformación se desarrollaron con selección con ampicilina. Se seleccionaron los transformantes, se 
desarrollaron, y su ADN plasmídico se caracterizó por digestiones con RE. Los clones con los mapas de RE 
correctos se hibridaron en transferencias Southern con oligonucleótidos de ácido nucleico específico de VP2. Se 55 
seleccionó un clon positivo, pALVAC C5H6p-syntheticBTV VP2, para la posterior manipulación de clonación. La 
estrategia de clonación anterior se proporciona en la figura 7. 
 
Ejemplo 7: Amplificación por PCR de VP5 que incorpora el promotor 42K. 
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[0197]  Se seleccionó el promotor de Entomopoxvirus Amsacta moorei 42K (Barcena, Lorenzo et al. 2000) 
para regular la expresión del gen de VP5 sintético optimizado. La secuencia de ácido nucleico del promotor 42K 
(véase a continuación: la secuencia del promotor está en itálica y subrayada) se puso adyacente al codón de inicio 5’ 
ATG del gen de VP5 sintético usando una estrategia basada en la PCR en la que el promotor 42K se insertó en el 5 
extremo 5’ de un cebador directo sintético. El uso de este cebador junto con un cebador inverso permite la 
amplificación directamente desde el plásmido VP5 BTV 17 (043005), que sirve como molde (véase la figura 8). Se 
usó la pareja de cebadores 13247.JY / 13248.JY (a continuación, y figura 21) en una reacción de PCR para 
amplificar un fragmento de ADN que comprende el casete de expresión 42Kp -VP5 flanqueado por sitios Xho I. 
 10 
[0198] Cebadores para la amplificación del casete que expresa 42Kp -VP5-BTV: 
 

(SEQ ID NO: 14) 13247.JY directo: 

 
(SEQ ID NO: 15) 13247.JY inverso: 15 

 
-5’ ATCTCGAGATAAAAATCATCAGGCGTTCCTCAGGAACAGGGGCACGTC 

 
[0199] Se llevó a cabo una reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (PCR) con los 
cebadores anteriores y el producto resultante de la PCR se clonó en el sitio XhoI del vector de clonación pCR®2.1-20 
TOPO de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, EE.UU.) para crear 
pLH2033.1 (pCR2.1 42Kp VP5-BTV sintético). Se confirmó que esta construcción contiene la secuencia correcta. La 
estrategia de clonación se ilustra en la figura 9. El clon pLH2033.1 se expandió para amplificar los rendimientos de 
plásmidos según fuera necesario en posteriores actividades de clonación. 
 25 
Ejemplo 8: Construcción del vector de homología donador pLH2078.15 (pC5H6VP242KpVP5) 
 
[0200] pLH2033.1 que alberga la secuencia de 42Kp-VP5-BTV sintética se escindió con Xho I que libera un 
fragmento de 1 647 pb que codifica VP5 de BTV. Esta digestión con Xho I se presentó por electroforesis en gel de 
agarosa, y el fragmento de VP2 de 1 647 pb se cortó del gel y el ADN se purificó usando el kit de tracción en gel 30 
QIAquick (Qiagen Inc., EE.UU.; n.º cat. 28704) como describe el fabricante.  
 
[0201] pLH2030.2 (pALVAC C5H6p-VP2-BTV sintético, el plásmido donador de pC5, véase la figura 7) se 
digirió con Xho I para generar un vector de homología linearizado de 7.744 pb que contenía el brazo derecho de C5, 
promotor H6, VP2 de BTV sintético, y el brazo izquierdo de C5.  35 
 
[0202] El fragmento purificado de 1 647 pb de la digestión con Xho I de pLH2033.1 se ligó con la ADN ligasa 
T4 al plásmido ALVAC donador pLH2030.2, linearizado, de 7 744 pb por Xho I. Las reacciones de ligado se usaron 
para transformar células de E. coli competentes y las reacciones de transformación se desarrollaron con selección 
de ampicilina. Los transformantes se seleccionaron, se desarrollaron y su ADN plasmídico se caracterizó por 40 
digestiones con RE. Debido a que el ligado descrito no es direccional, un componente elemental de la selección de 
clones implica la orientación correcta del inserto de 42K-VP5 sintético con respecto al de H6pVP2 en el plásmido 
donador, en esta realización, la orientación preferida es de cabeza a cola, p. ej., VP2 y VP5 son transcritos y 
traducidos en la misma dirección de 5’ a 3’ en el plásmido. Los clones con el patrón de RE correcto se seleccionaron 
para la caracterización adicional. Se seleccionó y secuenció un clon positivo pLH2978.15. La estrategia de clonación 45 
descrita para la construcción del plásmido donador final ALVAC-BTV se proporciona en la figura 10. La secuencia de 
nucleótidos comentada de pLH2978.15 se proporciona en la figura 11. 
 
Ejemplo 9. Generación y caracterización de ALVAC BTV (vCP2289). 
 50 
[0203] Para generar recombinantes ALVAC-basados en BTV, se transfectaron células de fibroblastos 
embrionarios de pollo primarios (CEF) con 15 µg de ADN plasmídico donador pLH2078.15 linearizado con Not I (pC5 
H6p-BTV VP2-42Kp-BTV VP5) mezclado con el reactivo de transfección FuGENE-6 (Roche). Las células 
transfectadas posteriormente se infectaron con ALVAC (6,3 x 109 ufp/ml HM1372) como el virus de rescate con una 
MDI de 10. Después de 24 horas, las células transfectadas-infectadas se recogieron, se trataron con ultrasonidos y 55 
se usaron para la purificación en placa y cribado de virus recombinantes. 24-48 horas después del cultivo en placa 
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de CEF recientes, las placas recombinantes se transfirieron sobre membrana de nailon y se hibridaron con una 
sonda de ADN específica para BTV que se marcó con peroxidasa de rábano picante, de acuerdo con el protocolo 
del fabricante (Amersham n.º de cat. RPM3001). Después de 4 ciclos secuenciales de purificación en placa, las 
placas individuales se amplificaron para producir las reservas denominadas vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.1.1.1. Se 
confirmó por hibridación que los virus recombinantes eran 100 % positivos para el inserto de BTV y 100 % negativos 5 
para el sitio C5 vacío. 
 
[0204] Se seleccionaron placas individuales del ciclo final de la purificación en placa, y se expandieron para 
obtener las reservas P1 (matraz T-25), P2 (matraz T-75) y P3 (botellas giratorias) para amplificar vCP2289.1.2.1.1 y 
vCP2289.2.1.1.1. Los recombinantes se volvieron a confirmar a nivel de P2 por hibridación y se encontró que eran 10 
100 % positivos para el inserto y 100 % negativos para el sitio C5 vacío. El fluido del cultivo celular infectado de las 
botellas giratorias se recogió y se concentró para producir las reservas de virus (1,8 ml de vCP2289.1.2.1.1 con 
1,25x1010 ufp/ml, y 1,9 ml de vCP2289.2.1.1.1 con 1,0x1010 ufp/ml). La figura 12 presenta un diagrama de flujo para 
la construcción de ALVAC + VP2 y VP5 de BTV (vCP2289) recombinante.  
 15 
Ejemplo 10. Caracterización de ALVAC BTV (vCP2289). 
 
[0205]   
1. Confirmación de la pureza genética. Las reservas P3 se reconfirmaron por hibridación, como 100 % positivas para 
el inserto de BTV y 100 % negativas para el sitio C5 vacío. 20 
 
2. Análisis genómico. 
 
a. Mapa de restricción: 
 25 

i. Se creó un análisis de fragmentos por electroforesis en gel de endonucleasas de restricción (RE) teórico para 
el ADN genómico en Vector NTI (Invitrogen, EE.UU.) y se muestra en la figura 13.  
 
ii. El ADN genómico se extrajo de vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.2.1.1.1, se digirió con BamH I, Hind III o Pst I, y 
se separó por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. Los resultados pusieron de manifiesto la inserción 30 
correcta de la secuencia génica extraña (véase la figura 14). 

 
b. Transferencia Southern: El ADN genómico se digirió con BamH I, Hind III, o Pst I se transfirió a membrana de 
nailon y se llevó a cabo el análisis de transferencia de Southern por hibridación con la sonda de BTV. Las bandas de 
9508bp de BamH I, 14974bp de Hind III y 2901bp de Pst I específicas de BTV, se observaron a los tamaños 35 
esperados. Los resultados indican la inserción correcta del inserto de BTV en el locus C5. La figura 15 proporciona 
los resultados de la transferencia de Southern. 
 
3. Análisis de expresión: 
 40 
a. Transferencia Western. 1º células CEF se infectaron con las reservas P3 de vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.2.1.1.1 
con una MDI de 10 y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Después se recogieron las células y el líquido sobrenadante 
del cultivo. Las proteínas de la muestra se separaron en un gel de SDS-PAGE al 10 %, se transfirieron por 
electrotransferencia a membrana de nailon Immobilon y se hibridaron con la IgG de conejo dirigida contra VP5 de 
BTV17 purificada por afinidad (University of California, Davis, EE.UU.) con una dilución 1:2000. Se usó anticuerpo de 45 
cabra dirigido contra IgG de conejo conjugado con peroxidasa como un anticuerpo secundario y las bandas se 
visualizaron usando reactivos de detección de Amersham. Se detectaron dos bandas de proteínas entre 47KDa y 
60KDa en los sedimentos celulares de vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.2.1.1.1, indicando la expresión de la proteína 
VP5 de BTV-17 (véase la figura 16). La proteína VP5 de BTV-17 no era secretada al medio de cultivo celular.  
 50 
b. Inmunofluorescencia. Usando una mezcla de cuatro anticuerpos de ratón dirigidos contra VP2 de BTV-17 (ABX 
IgG 17,81 α-BTV 17; PA IgG 17,815 α-BTV 17; PA IgG 17,85 α-BTV 17; PA IgG 17,813 α-BTV-17, de la University of 
California, Davis, EE.UU.), las transferencias western y los ensayos en inmunoplaca para la expresión de VP2 eran 
probablemente negativos debido a las sensibilidades conformacionales de los reactivos y el entorno de “tipo 
desnaturalizante” impuesto por la transferencia e hibridación. Por consiguiente, las células CEF primero se infectaron 55 
con las reservas P3 de vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.2.1.1.1 con una MDI de 0,1 y se incubaron a 37 °C durante 24 h. 
Después las células se fijaron con paraformaldehído al 3 % y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5 %. La 
mezcla de cuatro anticuerpos de ratón dirigidos contra VP2 de BTV-17 (ABX IgG 17,81 α-BTV 17; PA IgG 17,815 α-
BTV 17; PA IgG 17,85 α-BTV 17; PA IgG 17,813 α-BTV-17, de la University of California, Davis, EE.UU.), se usó 
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como el anticuerpo primario con una dilución 1:100 y un anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de ratón conjugado 
con FTIC se usó como un anticuerpo secundario. Las células fluorescentes verdes fuertes se visualizaron con el 
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE300, indicando la expresión de la proteína VP2 de BTV (no se 
muestran los datos).  
 5 
4. Análisis de secuencia: se llevó a cabo un análisis más detallado del ADN genómico de la reserva P3 por 
amplificación por PCR y análisis de secuencia de los brazos que flanquean del locus C5 y el inserto de BTV. Se 
usaron los cebadores 7931.DC y 7932.DC situados más allá de los brazos de locus C5, para amplificar el fragmento 
entero de C5R-inserto de BTV-C5L. 
 10 
[0206] Los cebadores para la amplificación por PCR de los brazos de C5 más inserto vCP2289: 
 

(SEQ ID NO: 16) 7931.DC:  
 

-5 GAATCTGTTAGTTAGTTACTTGGAT  15 
 

(SEQ ID NO: 17) 7932.DC:  
 

-5 TGATTATAGCTATTATCACAGACTC  
 20 
[0207] Los resultados muestran que las secuencias del inserto de BTV y los brazos izquierdo y derecho de 
C5 alrededor del inserto vCP2289.1.2.1.1 y vCP2289.2.1.1.1 eran correctas. 
 
Ejemplo 11: Producción de vacunas recombinantes 
 25 
[0208] Para la preparación de las vacunas ovinas, bovinas o equinas, el virus de la viruela del canario 
recombinante vCP2289 (ejemplo 9) se hará con disoluciones de carbómero adyuvantes, en particular 
Carbopol™974P fabricado por BF Goodrich, Ohio, EE.UU. (peso molecular aproximadamente 3 000 000). 
 
[0209] Se preparó inicialmente una disolución madre de Carbopol™974P al 1,5 % en agua destilada que 30 
contenía 1 g/l de cloruro sódico. Esta disolución madre después se usó para la preparación de una disolución de 
Carbopol™974P de 4 mg/ml en disolución salina fisiológica. La disolución madre se mezcló con el volumen 
adecuado de la disolución salina fisiológica, en una sola etapa o en varias etapas sucesivas, ajustándose el valor de 
pH en cada etapa con una disolución de hidróxido sódico 1 N (o incluso más concentrada) con el fin de obtener un 
valor de pH final de 7,3 a 7,4. 35 
 
[0210] La disolución de Carbopol™974P lista para usar obtenida de esta forma se usó para recoger virus 
recombinantes, liofilizados, o para diluir disoluciones madres de virus recombinantes. Por ejemplo, para obtener una 
suspensión de virus que contenía una dosis de 108 ufp/1 ml, una disolución madre de virus se diluyó para obtener un 
valor de 108,3 ufp/ml, seguido de dilución en partes iguales de dicha disolución de Carbopol™974P 4 mg/ml lista para 40 
usar. 
 
Ejemplo 12: Producción de vacunas de ADN para ovinos, bovinos o equinos. 
 
[0211] Para la inmunización con ADN, se construirán plásmidos en los que la secuencia de nucleótidos de 45 
VP2 de BTV con codones optimizados (Dibujo 1, SEQ ID: 1) está situada en un plásmido, y las secuencias de 
nucleótidos de VP5 de BTV (SEQ ID: 2) están en un plásmido separado. La expresión de las secuencias de BTV 
para cada plásmido puede ser dirigida, pero no está limitado, por el promotor de CMV-IE (CMV humano o CMV 
murino). La secuencia señal de poliadenina (poliA) (sea del gen de la hormona de crecimiento bovino o del gen de la 
beta-globina de conejo, pero no limitado) se incorporará en el extremo 3’ de la secuencia que codifica el BTV en 50 
cada plásmido.  
 
[0212] Puede ser conveniente expresar VP2 y VP5 de BTV desde el mismo plásmido para asegurar la 
coexpresión de las proteínas de BTV en la misma célula. En este caso, se construirá un plásmido similar 
pLH2078.15 (ejemplo 8, dibujo 10) en el que los promotores de poxvirus se han sustituido por, pero no se limita a, 55 
promotores eucariotas ubicuos, tales como el promotor de CMV-IE. La expresión de VP2 y VP5 de BTV será 
controlada necesariamente por diferentes promotores. Las secuencias señal poliA se incluirán en el extremo 3’ de 
cada secuencia de nucleótidos de BTV. 
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[0213] Una disolución de ADN que contiene el o los plásmidos descritos antes, se concentrará por 
precipitación en etanol de la forma descrita en Sambrook et al. (1989). El sedimento de ADN se recogerá con una 
disolución de NaCl al 0,9 % para así obtener una concentración de 1 mg/ml. Se preparará una disolución de DMRIE-
DOPE 0,75 mM recogiendo un liofilizado de DMRIE-DOPE mediante un volumen adecuado de H2O estéril.  
 5 
[0214] La formación de complejos de plásmido-ADN lipídico se llevará a cabo diluyendo en partes iguales la 
disolución de DMRIE-DOPE 0,75 mM (1:1) con la disolución de ADN 1 mg/ml en NaCl al 0,9 %. La disolución de 
ADN se introducirá progresivamente con la ayuda de una aguja ondulada 26G a lo largo de la pared del matraz que 
contenía la disolución de lípido catiónico, para así prevenir la formación de espuma. Se agitará suavemente en 
cuanto se mezclen las dos disoluciones. Finalmente se obtendrá una composición que comprende DMRIE-DOPE 10 
0,375 mM y plásmido 500 µg/ml. 
 
[0215] Es conveniente que todas las disoluciones que se usen estén a temperatura ambiente para todas las 
operaciones descritas en el presente documento. La formación de complejo de ADN/DMRIE-DOPE tendrá lugar a 
temperatura ambiente durante 30 minutos antes de la inmunización de los animales. 15 
 
Ejemplo 13: Vacunación de ovejas con virus de la viruela del canario recombinante 
 
[0216] Se adquirieron 11 corderos Dorset sin cuernos (9 machos, 2 hembras) de un proveedor en el noroeste 
de CA, una región sin infección por BTV. Los animales se albergaron en instalaciones de aislamiento de seguridad 20 
frente a insectos a lo largo de los estudios descritos, y antes de la vacunación se confirmó que estaban todos 
exentos de anticuerpos contra el BTV por ELISA competitivo. Aproximadamente a los 13 meses de edad (11/22/05), 
se inoculó a cada uno de 6 corderos SQ/IM con aproximadamente 1 ml de BTV-CP diluido en PBS (0,2 ml no 
diluidos de [109,5DICT50/ml] vCP2289/oveja = ∼ 6,3 X 108 partículas víricas) y 5 se vacunaron con virus de la viruela 
del canario recombinante que expresaba las proteínas preM y E del virus del Nilo occidental vCP/WNV; Recombitek) 25 
que se reconstituyó y se administró de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se volvió a vacunar a todas las 
ovejas 22 días más tarde (12/14/05) con la respectiva construcción de vacuna con la misma dosis que la 
inmunización primaria. Los animales se alojaron juntos independientemente del tipo de vacuna. 
 
Ejemplo 14: Valoración de anticuerpos neutralizantes contra BTV 30 
 
[0217] Se produjeron diluciones seriadas para cada suero con una proporción de 3 en medio DMEM al que 
se había añadido suero de ternero fetal al 10 % en placas de 96 pocillos del tipo de cultivo celular. A 0,05 ml del 
suero diluido se añadieron 0,05 ml de medio de cultivo que contenía aproximadamente 100 CCIP50/ml de BTV. Esta 
mezcla se incubó durante 2 horas a 37 ºC en un horno en una atmósfera que contenía 5 % de CO2. 35 
 
[0218] Después se añadieron 0,15 ml de una suspensión de células BHK-21 que contenían 
aproximadamente 100 000 células/ml a cada mezcla. Se observó el efecto citopático (CPE) por microscopía de 
contraste de fase después de 4 a 5 días de cultivo a 37 ºC en una atmósfera que contenía 5 % de CO2. Se 
calcularon los valores neutralizantes de cada suero usando el procedimiento Kärber. Los valores se dieron en forma 40 
de la dilución mayor que inhibía el efecto citopático para 50 % de los pocillos. Los valores se expresaron en log10 
VN50. Cada suero se valoró al menos dos veces y preferiblemente cuatro veces.  
 
Ejemplo 15: Infección por BTV de ovejas y recogida de muestra 
 45 
[0219] Se expusieron los 11 corderos por inoculación subcutánea de 105,5 DICT50 de BTV-17 34 días 
después de la segunda vacunación. Se evaluó diariamente en los animales durante 3 semanas después de 
inoculación las manifestaciones de la lengua azul. Se recogió sangre para el análisis hematológico (recogida en 
EDTA) antes de inoculación y a los 3, 6, 9, 13 y 16 días post-inoculación (DPI) para los recuentos de sangre 
completos (CBC). Se recogieron muestras de sangre (ácido-citrato-dextrosa) a los 0,1, 3, 5, 7, 9,11, 14 y 21 DPI 50 
para aislar los virus. Se recogió el suero (“Tiger Top” separador de suero) de todas las ovejas y a intervalos 
semanales inmediatamente antes de la vacunación. Se sacrificaron compasivamente todas las ovejas a los 25 días 
después de la exposición al BTV. 
 
Ejemplo 16. Aislamiento del virus BTV 55 
 
[0220] El aislamiento del virus se hizo de la sangre entera de las ovejas como se ha descrito previamente 
(Bonneau, Mullens et al. 2001; Bonneau, DeMaula et al. 2002; DeMaula, Leutenegger et al. 2002). Brevemente, se 
centrifugaron tubos Vacutainer a 2 500 G durante 10 minutos a 4 ºC. El suero se decantó y se descartó. Los glóbulos 
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rojos/blancos se lavaron con 1x con 5 ml de PBS estéril (1x), se volvieron a centrifugar y el sedimento celular se 
volvió a suspender en un volumen igual de agua bidestilada (ddH2O). Las células sanguíneas lavadas/lisadas se 
trataron con ultrasonidos durante 1-2 min antes de la dilución (de 10-1 a 10-4) en EMEM e inoculación (0,25 
ml/pocillo) en monocapas de BHK-21 confluentes en placas de 24 pocillos. Los cultivos se inocularon durante 1 h a 
37 ºC, cuando se añadió el medio de mantenimiento. Los cultivos se examinaron diariamente durante 10 días y se 5 
determinaron las valoraciones de virus por el procedimiento de Reed y Münch.   
 
Ejemplo 17. Inmunogenicidad del ALVAC recombinante BTV-vCP2289 en ovejas 
 
[0221] Todas las ovejas eran seronegativas para el BTV tanto por ensayos de ELISA competitivos como de 10 
microneutralización de BTV-17 antes de la vacunación (no se muestran los datos). Las ovejas vacunadas con el 
vector de expresión vCP/BTV desarrollaron anticuerpos neutralizantes contra BTV-17, mientras que las inmunizadas 
con el vCP/WNV no lo hicieron (véase la tabla 3, a continuación). Todas las ovejas permanecieron sanas y no 
mostraron efectos adversos después de vacunación. 
 15 
Tabla 3. Valores de anticuerpos neutralizantes de BTV-17 

Semanas después de vacunación 
 -1 2 4 6 

Vacunados:     

353  ≤10 ≤10 80 40 
355 ≤10 ≤10 80 40 
359 ≤10 10 160 80 

361 ≤10 ≤10 160 80 
363 ≤10 10 80 160 

364 ≤10 10 80 160 
     

Controles:     

354 ≤10 ≤10 ≤10 ≤10 
356 ≤10 ≤10 ≤10 ≤10 

357 ≤10 ≤10 ≤10 ≤10 
358 ≤10 ≤10 ≤10 ≤10 

362 ≤10 ≤10 ≤10 ≤10 
 
Ejemplo 18. Protección de ovejas inmunizadas con BTV-CP después de exposición 
 
[0222] Se evaluó la capacidad de vCP/BTV para inmunizar de forma protectora a las ovejas, comparando los 20 
valores de BTV-17 en la sangre de ovejas inmunizadas con vCP/BTV vCP2289 y vCP/WNV después de exposición 
a BTV-17. 
 
[0223] Tabla 4. Valores del virus de la lengua azul en la sangre de ovejas expuestas al virus después de 
inmunización con virus de la viruela del canario recombinante que expresa proteínas de la cubierta bien del virus de 25 
la lengua azul (vCP/BTV) o del virus del Nilo occidental (vCP/WNV). 
 
Tabla 4: Valores del virus de la lengua azul en la sangre de ovejas expuestas al BTV-17 después de inmunización 
con virus de la viruela del canario recombinante que expresa proteínas de la cubierta bien del virus de la lengua azul 
(vCP/BTV) o del virus del Nilo occidental (vCP/WNV) 30 
 

Tratamiento/ID 
oveja 

Valor de virus log10DICT50 por ml de sangre (días post-inoculación) 

 1 3 5 7 9 11 14 21 

Vacunados:         
353 -* - - - - - - - 
355 - - - - - - - - 
359 - - - - - - - - 
361 - - - - - - - - 
363 - - - - - - - - 
364 - - - - - - - - 
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Controles:  
354 

-  
104,1 

 
104,1 

 
103,6 

 
103,1 

 
103,1 

 
102,1 

 
101,6 

356 - 10
2,1 103,1 103,1 103,1 101,6 - - 

357 - - 103,6 103,1 102,1 102,1 - - 
358 - 102,1 102,6 103,6 103,1 101,6 - 102,1 
362 - 103,6 104,1 103,1 - - - - 

* indica que el virus no se aisló de 50 µl de células sanguíneas lavadas y lisadas  
 
[0224] Los resultados (tabla 4 anterior) muestran que las ovejas de control (WNV-CP) son infectadas 
activamente por la exposición al virus BTV a los 3 días después de exposición. Los controles continúan presentando 
viremia hasta tanto como 21 días después de la exposición, punto en el que terminó el experimento. 
 5 
[0225] Las ovejas que se inmunizaron con la vacuna de BTV-CP presentaron una protección exquisita frente 
a la viremia después de infección por exposición experimental, ya que el BTV no era detectable en la sangre en las 
ovejas vacunadas durante los 21 días de duración del estudio. Las seis ovejas inmunizadas con BTV-CP eran 
completamente resistentes a la exposición virulenta indicando la eficacia de la vacuna. 
 10 
Ejemplo 19. Respuestas clínicas de las ovejas infectadas por el BTV 
 
[0226] A continuación se proporciona la comparación de la respuesta clínica de ovejas vacunadas con BTV-
CP (vacunados) y WNV-CP (controles) después de exposición a BTV-17. 
 15 
1. Temperatura corporal (TC). Se controló la temperatura corporal durante 14 días después de la exposición, 
diariamente, en las seis ovejas vacunadas con BTV-CP y en las 5 de control (inmunizadas con WNV-CP). Los datos 
de la temperatura de las ovejas expuestas se muestran a continuación en la tabla 3 y el dibujo 17. Los datos 
muestran un aumento de ~1 ºC en la TC media el día 3 después de exposición en los controles, sin cambios en la 
TC media en las vacunadas con BTV-CP. El día 6, se observó un aumento de temperatura de 4 ºC (105 ºC) en los 20 
animales de control. Esto es una respuesta típica para un animal infectado con BTV virémico. Los animales 
inmunizados con BTV-CP presentaron temperaturas normales que no se desviaban significativamente de los 
animales antes de exposición.  Estos resultados confirman la eficacia de la vacuna (BTV-CP). 
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2. Recuento de glóbulos blancos. Se controlaron los recuentos de glóbulos blancos (WBC) durante 16 días 
después de exposición, el día 0 y a intervalos de aproximadamente 3 días hasta el día 16, en las 6 ovejas 
vacunadas con BTV-CP y las 5 de control (inmunizadas con WNV-CP). Los datos de WBC de las ovejas expuestas 
se muestran a continuación en la tabla 6 y en el dibujo 18. Los datos muestran una ligera disminución inicial en los 
WBC medios hasta el día 8 después de exposición con un aumento continuo de los WBC medios los días 9-16 5 
después de exposición en los controles, sin cambio en los WBC medios en los vacunados con BTV-CP. El aumento 
retrasado de los WBC después de exposición es una respuesta típica de un animal infectado con BTV virémico. Los 
animales inmunizados con BTV-CP presentaron WBC normales que no se desviaban significativamente de los 
animales antes de la exposición. Estos resultados confirman la eficacia de la vacuna (BTV-CP). 
 10 
Tabla 6. Datos de WBC del estudio de exposición a BTV 

Vacunados con BTV 
Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

353 3,73 4,16 4,68 3,91 3,84 4,79 0 4,9 
355 5,13 4,77 5,51 4,36 4,51 3,6 3 4,94 

359 6,11 6,46 7,47 6 6,07 6,86 6 5,59 
361 3,69 4,25 4,62 4,44 4,32 4,46 9 5,01 

363 5,86 4,61 5,69 5,66 5,68 6,7 13 4,96 
364 4,9 5,36 5,59 5,7 5,32 5,91 16 5,39 

 

Media: 4,903333 4,935 5,593333 5,011667 4,956667 5,386667  
 

Controles WNV  
Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

354 3,46 2,43 3,46 3,82 4,71 5,1 0 4,36 

356 3,39 3,61 3,12 3,16 4,63 5,4 3 4,04 
357 4,94 6,73 2,97 5,28 7,74 7,73 6 3,5 

358 4,15 4,01 3,85 4,31 6,36 8,24 9 4,39 
362 5,86 3,41 4,08 5,38 7,37 7,4 13 6,16 

 16 6,77 

 
3. Recuento de linfocitos. Se controlaron los recuentos de linfocitos durante 16 días después de exposición, el día 
0 y a intervalos de aproximadamente 3 días hasta el día 16 en las 6 ovejas vacunadas con BTV-CP y las 5 de 
control (inmunizadas con WNV-CP). Los datos de linfocitos de las ovejas expuestas se muestran a continuación en 15 
la tabla 7 y en el dibujo 19. Los datos muestran una ligera disminución inicial en el WBC medio hasta el día 8 
después de exposición con una subida continua en el recuento medio de linfocitos el día 9-16 después de exposición 
en los controles, sin cambio en el número medio de linfocitos en los vacunados con BTV-CP. El aumento retardado 
en los recuentos de linfocitos después de exposición, es una respuesta típica para un animal infectado por BTV 
virémico. Los animales inmunizados con BTV-CP presentaron recuentos de linfocitos normales que no se desviaban 20 
significativamente de los animales antes de exposición. Estos resultados confirman la eficacia de la vacuna (BTV-
CP). 
 
Tabla 7. Datos de linfocitos del estudio de exposición a BTV 17 

Vacunados con BTV  
Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

353 2,5 2,09 2,65 1,92 1,84 2,48 0 3,17 
355 3,3 3,04 3,79 3,11 3 2,43 3 3,09 

359 4,33 3,88 4,73 4,03 3,62 4,33 6 3,57 
361 1,84 2,9 3,2 2,85 2,64 2,67 - 9 3,14 
363 3,51 2,9 3,6 3,25 3,42 3,93 13 2,86 

364 3,56 3,74 3,44 3,69 2,66 3,34  16 3,2 
 

Media: 3,173333 3,091667 3,568333 3,141667 2,863333 3,196667  
 

Controles WNV 
Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

354 2,19 1,05 2,16 2,6 2,87 3,73 0 2,92 
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356 1,85 1,58 1,98 2,11 2,7 2,72 3 2,18 
357 3,14 3,93 1,82 3,8 5,4 6,16 6 2,37 
358 2,74 2,49 3,06 3,37 5,71 6,47 9 3,35 

362 4,69 1,84 2,82 4,85 5,89 6,3 13 4,51 
 16 5,08 

Media: 2,922 2,178 2,368 3,346 4,514 5,076  
 
4. Recuento de plaquetas. Se controlaron los recuentos de plaquetas durante 16 días después de exposición, el día 
0 y a intervalos de aproximadamente 3 días hasta el día 16 en las 6 ovejas vacunadas con BTV-CP y las 5 de 
control (inmunizadas con WNV-CP). Los datos de plaquetas de las ovejas expuestas se muestran a continuación en 
la tabla 8 y en el dibujo 20. Los datos muestran una ligera disminución inicial en el recuento de plaquetas hasta el 5 
día 8 después de exposición con una subida continua en el recuento medio de plaquetas el día 9-16 después de 
exposición en los controles. En los vacunados con BTV-CP hay un aumento gradual de plaquetas a lo largo del 
estudio. En los vacunados con BTV-CP, los recuentos de plaquetas son elevados por encima de los controles a lo 
largo del curso del estudio. La disminución del recuento de plaquetas después de exposición, es una respuesta 
típica para un animal infectado por BTV virémico. Los animales inmunizados con BTV-CP presentaron recuentos de 10 
linfocitos normales que no se desviaban significativamente de los animales antes de exposición. Estos resultados 
confirman la eficacia de la vacuna (BTV-CP). 
 
Tabla 8. Recuentos de plaquetas - BTV 

Vacunadas con BTV  
Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

353 822 566 863 945 909 936 0 686,3 

355 1076 935 941 905 956 1056 3 546,3 
359 602 528 692 607 739 854 6 763,3 

361 510 405 580 553 442 680 9 708,5 
363 565 327 828 865 705 775 13 734,8 
364 543 517 676 376 658 799 16 850 

 
Media: 686,3333 546,3333 763,3333 708,5 734,8333 850  

 
Controles con WNV  

Oveja n.º Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 13 Día 16  Día Media 

354 792 7,2 479 439 550 800 0 544 
356 495 423 373 308 594 621 3 301,6 

357 625 548 435 418 760 873 6 374,6 
358 627 144 371 366 489 579  9 357 
362 181 386 215 254 665 605 13 611,6 

       16 695,6 
Media: 544 301,64 374,6 357 611,6 695,6  

 15 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Composición inmunógena para inducir una respuesta inmunitaria contra el virus Orbivirus (OV) en un 
animal susceptible a la enfermedad Orbiviral que comprende un vector que comprende un virus recombinante; en la 
que el virus recombinante es un avipoxvirus recombinante; en la que además el virus recombinante codifica y 5 
expresa in vivo en el animal, polipéptidos de la cápside externa del Orbivirus; en la que los polipéptidos de la cápside 
externa de  del Orbivirus son VP2 y VP5; en la que el Orbivirus es el virus de la lengua azul (BTV); 
 
en la que el virus recombinante comprende una molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que tiene la 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20 y una molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la 10 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21, en la que la molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que 
tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 20 está operativamente unida a un promotor específico de poxvirus, y 
la molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 21 está 
operativamente unida a un promotor específico de poxvirus; o  
 15 
en la que el virus recombinante comprende una molécula de ácido nucleico que codifica VP2 de BTV que tiene la 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 y una molécula de ácido nucleico que codifica VP5 de BTV que tiene la 
secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2, en la que la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 que codifica VP2 de 
BTV está operativamente unida a un promotor específico de poxvirus, y la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2 
que codifica VP5 de BTV está operativamente unida a un promotor específico de poxvirus. 20 
 
2. Composición inmunógena según la reivindicación 1, en la que la secuencia expuesta en la SEQ ID 
NO: 1 que codifica la VP2 de BTV está operativamente unida al promotor H6, y la secuencia expuesta en la SEQ ID 
NO: 2 que codifica la VP5 de BTV está operativamente unida al promotor 42K, en la que el promotor H6 tiene la 
secuencia expuesta en los nucleótidos 1881 a 2004 de la figura 11B y en la que el promotor 42K tiene la secuencia 25 
expuesta en los nucleótidos 4889 a 4920 de la figura 11B. 
 
3. Composición inmunógena según la reivindicación 1 o 2, en la que el avipoxvirus recombinante es un 
virus de la viruela del canario. 
 30 
4. Composición inmunógena según la reivindicación 3, en la que el virus de la viruela del canario es 
ALVAC. 
 
5. Composición inmunógena según cualquier reivindicación anterior, que además comprende un 
adyuvante. 35 
 
6. Composición inmunógena según la reivindicación 5, en la que el adyuvante es un polímero de ácido 
acrílico o metacrílico, anhídrido maleico o un polímero derivado de alquenilo. 
 
7. Composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, que además comprende un antígeno o 40 
inmunógeno o epítopo del mismo de un patógeno distinto de BTV del animal, o un vector que contiene y expresa in 
vivo en el animal una molécula de ácido nucleico que codifica el antígeno o inmunógeno o epítopo del mismo, o un 
patógeno inactivado o atenuado distinto del BTV del animal. 
 
8. Composición inmunógena de cualquier reivindicación anterior, en la que el animal es un ovino, bovino, 45 
felino o equino. 
 
9. Uso de una composición inmunógena de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, en la 
fabricación de un medicamento para inducir una respuesta inmunológica o inmunoprotectora contra el BTV en un 
animal. 50 
 
10. Uso de una composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 7 o la reivindicación 8, en la 
fabricación de un medicamento para inducir una respuesta inmunológica contra el BTV y contra otro patógeno en un 
animal. 
 55 
11. Uso de acuerdo con la reivindicación 9 o reivindicación 10, en el que la composición 
 
(a) se formula para administrar  
antes de (b) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (b) se formula para administrar antes de (a) en un régimen 
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de sensibilización-refuerzo, o (a) y (b) se formulan para administrar juntos, sea de forma secuencial o mezclados; en 
la que (a) es la composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, y (b) un 
antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo aislado de BTV. 
 
12. Uso de una composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en 5 
la fabricación de un diagnóstico diferencial, en el que el diagnóstico se formula para administrar a un animal y se 
ensaya en el animal la presencia o ausencia de una proteína de BTV o anticuerpo contra la misma, no expresada 
por la composición inmunógena de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8. 
 
13. Composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para usar en 10 
una respuesta inmunológica o inmunoprotectora contra el BTV en un animal. 
 
14. Composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 8 o 7, para usar para inducir una respuesta 
inmunológica o inmunoprotectora contra el BTV y contra otro patógeno en un animal. 
 15 
15. Composición inmunógena de acuerdo con la reivindicación 13 o 14, en la que la composición (a) se 
formula para administrar antes de (b) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (b) se formula para la 
administración antes de (a) en un régimen de sensibilización-refuerzo, o (a) y (b) se formulan para administrar juntos, 
de forma secuencial o mezclada; en la que (a) es la composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, y (b) un antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo aislado de BTV. 20 
 
16. Composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para usar en 
un diagnóstico diferencial, en el que el diagnóstico se formula para administrar a un animal y se ensaya en el animal 
la presencia o ausencia de una proteína de BTV o anticuerpo contra la misma, no expresada por la composición 
inmunógena de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8. 25 
 
17. Kit que comprende la composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 8 y un ensayo para ensayar la presencia o ausencia de la proteína BTV, en recipientes separados, 
opcionalmente con instrucciones para la administración de la composición inmunógena y/o para realizar el ensayo. 
 30 
18. Kit que comprende (a) la composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8, y (b) el antígeno o inmunógeno o epítopo del mismo de un patógeno distinto de BTV del 
animal, o el vector que contiene y expresa in vivo en el animal una molécula de ácido nucleico que codifica el 
antígeno, inmunógeno o epítopo del mismo, o el patógeno inactivado o atenuado distinto del BTV del animal, en el 
que (a) y (b) están en recipientes separados, y el kit contiene opcionalmente instrucciones para la mezcla y/o 35 
administración de (a) y (b). 
 
19. Uso de una composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-10 o 
12; una composición inmunógena de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13-14 o 16; o el kit según la 
reivindicación 18, en el que el animal es un ovino, bovino, felino o equino. 40 
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