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DESCRIPCIÓN 
 
Construcciones del virus de la enfermedad de Marek recombinantes no patógenas que codifican antígenos del virus 
de la laringotraqueitis infecciosa y del virus de la enfermedad de Newcastle 
 5 
Campo de la invención 
 
La presente invención se refiere a construcciones novedosas recombinantes multivalentes del virus de la enfermedad 
de Marek no patógenas que codifican y expresan antígenos de la proteína del virus de la laringotraqueitis infecciosa y 
del virus de la enfermedad de Newcastle, y su uso en vacunas de aves de corral. 10 
 
Antecedentes de la invención 
 
Los virus patógenos de las aves de corral no solo debilitan a los pollos, sino que también son costosos para los 
criadores de pollos porque la mayoría de las enfermedades resultantes son contagiosas y la industria avícola depende 15 
en gran medida de las instalaciones de cría confinadas a gran escala. La vacunación de pollos jóvenes es a menudo 
el único medio viable para combatir estos virus. Aunque las vacunas virales de aves de corral atenuadas o inactivadas 
siguen siendo importantes en el mercado, en los últimos años se han gastado recursos significativos en el desarrollo 
de vacunas que contienen construcciones virales recombinantes que expresan antígenos de proteínas virales 
patógenas. Además, se han realizado esfuerzos sustanciales para construir vectores del virus de la enfermedad de 20 
Marek no patógenos recombinantes (rMDnp) multivalentes estables y eficaces que expresan genes extraños de 
múltiples patógenos virales. Dichas vacunas multivalentes servirían para minimizar el número de inyecciones 
administradas a los pollitos y, reducirían, de ese modo las molestias y el estrés en el pollito vacunado, así como reducir 
significativamente los costos de mano de obra y materiales. La vacunación con dichas construcciones multivalentes 
únicas también sería preferente a las vacunas multivalentes rMDVnp alternativas que contienen múltiples 25 
construcciones recombinantes monovalentes rMDVnp, ya que estas vacunas alternativas, al menos hasta la fecha, han 
dado como resultado la protección contra solo un único patógeno viral. El fracaso de dichas vacunas alternativas es 
presumiblemente debido a una de las construcciones monovalentes rMDVnp multiplicando las otras construcciones 
rMDVnp monovalentes, evitando de este modo que estas otras construcciones rMDVnp monovalentes induzcan una 
respuesta inmune significativa. En cualquier caso, a pesar de los esfuerzos sustanciales que se realizaron en el pasado 30 
para construir vectores rMDVnp recombinantes multivalentes estables y eficaces que expresan genes extraños de 
múltiples patógenos virales hasta ahora, dichos esfuerzos han resultado insatisfactorios. 
 
Una enfermedad del virus de las aves de corral que se puede controlar mediante la vacunación es la enfermedad de 
Marek. La enfermedad de Marek es una enfermedad patógena que afecta negativamente a los pollos en todo el mundo. 35 
 
La enfermedad de Marek se produce predominantemente en pollos jóvenes entre los 2 y 5 meses de edad. Los signos 
clínicos incluyen: parálisis progresiva de una o más de las extremidades, falta de coordinación debido a la parálisis de 
las patas, caída de la extremidad debido a la participación del ala y una posición de la cabeza más baja debido a la 
participación de los músculos del cuello. En casos agudos, puede resultar la depresión severa. También se puede 40 
desarrollar atrofia bursal y tímica. 
 
El agente etiológico para la enfermedad de Marek es el virus de la enfermedad de Marek serotipo 1 (MDV1), un virus 
asociado a las células que tiene un genoma de ADN de doble soporte. MDV1 es un herpesvirus alfa aviar linfotrópico 
que: (i) infecta a los linfocitos B, que pueden resultar en la citólisis, y (ii) infecta a los linfocitos T latentes, que pueden 45 
inducir linfoma de linfocitos T. Relacionado estrechamente con la cepa virulenta de MDV1, el virus de la enfermedad 
de Marek serotipo 2 (MDV2), anteriormente conocido como virus de herpes de Gallid 3, es una cepa de MDV atenuada 
de forma natural que ha demostrado tener poca o ninguna patogenicidad en pollos [Petherbridge et al., J Métodos 
virológicos 158: 11-17 (2009)]. SB-1 es una cepa específica de MDV2 que ha demostrado ser útil en vacunas contra 
MDV1 [véase, por ejemplo, Murthy y Calnek, Infección e inmunidad 26 (2) 547-553 (1979)]. 50 
 
Otro herpesvirus alfa estrechamente relacionado, el virus de la enfermedad de Marek serotipo 3 (MDV3), más 
ampliamente conocido como herpesvirus de los pavos (HVT), es un virus no patógeno de los pavos domésticos [véase, 
por ejemplo, Kingham et al., J. of General Virology 82: 1123- 1135 (2001)]. Dos cepas de HVT comúnmente usadas 
son la cepa PB1 y la cepa FC126. Considerando que, HVT también es no patógeno en pollos, induce una respuesta 55 
inmune protectora de larga duración en pollos contra MDV1. En consecuencia, el HVT se ha usado en vacunas de 
aves de corral contra el MDV1 virulento durante muchos años, generalmente en combinación con SB-1, que es más 
virémico que el HVT, pero se considera menos seguro. Como alternativa, cuando las aves son desafiadas con cepas 
de MDV1 particularmente virulentas, el HVT se puede combinar con la vacuna de Rispen. La vacuna de Rispen es un 
aislado que se originó a partir de una cepa de MDV1 levemente virulenta que posteriormente se debilitó aún más por 60 
el pasaje celular. La cepa de Rispen, sin embargo, conserva cierta virulencia hacia líneas de pollos altamente 
susceptibles. 
 
La secuencia del genoma completo de HVT ha sido divulgada [Afonso et al., J. Virology 75 (2): 971-978 (2001)], y 
como la mayoría de los herpesvirus alfa, HVT posee un número significativo de sitios potenciales de inserción no 65 
esenciales [véase por ejemplo, el documento US 5.187.087; el documento US 5.830.745; el documento US 5.834.305; 
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el documento US 5.853.733; el documento US 5.928.648; el documento US 5.961.982; el documento US 6.121.043; 
el documento US 6.299.882 B1]. También se ha demostrado que el HVT es susceptible de modificación genética y, 
por lo tanto, se ha usado como un vector recombinante durante muchos años [documento WO 87/04463]. En 
consecuencia, se ha informado que los vectores HVT recombinantes expresan genes extraños que codifican antígenos 
de, por ejemplo, el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), [Sondermeijer et al., Vaccine, 11: 349-358 (1993); 5 
Reddy et al., Vaccine, 14: 469-477 (1996)], el virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV), [Darteil et al., 
Virology, 211: 481-490 (1995); Tsukamoto et al, J. of Virology 76 (11): 5637-5645 (2002)], y el virus de la 
laringotraqueitis infecciosa (ILTV) [Johnson et al., Avian Disease, 54(4): 1251-1259 (2010); documento WO 92/03554; 
documento US 6.875.856]. También se conoce la secuencia genómica completa de MDV2 [véase, GenBank acc. n.º: 
AB049735.1, y Petherbridge et al., supra]. La organización genómica del MDV2 es muy similar a la de HVT, con la 10 
región US en particular, siendo idéntica a la de HVT [véase, Kingham et al., supra]. 
 
Además, se ha construido un virus quimérico recombinante, conocido como el novedoso herpesvirus aviar (NAHV), 
en el que las regiones específicas del genoma de HVT se reemplazaron por las regiones correspondientes del genoma 
de MDV1. El NAHV también se ha usado para expresar genes extraños que codifican antígenos de otros virus de aves 15 
de corral [documento US 5.965,138; documento US 6.913.751]. 
 
Al igual que el MDV, el virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) es un herpesvirus alfa que afecta negativamente 
a los pollos en todo el mundo [Fuchs et al., Veterinary Research 38: 261-279 (2007)]. ILTV causa enfermedad 
respiratoria aguda en pollos, que se caracteriza por depresión respiratoria, jadeo y expectoración de exudado con 20 
sangre. La replicación viral se limita a las células del tracto respiratorio, donde en la tráquea la infección da lugar a la 
erosión y hemorragia del tejido. 
 
La enfermedad de Newcastle es otra enfermedad altamente contagiosa y debilitante de los pollos. El agente etiológico 
para la enfermedad de Newcastle es el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV). NDV pertenece a la orden de los 25 
Mononegavirales y está en la familia de Paramyxoviridae. Los virus de la enfermedad de Newcastle tienen un genoma 
de ARN monocatenario de sentido negativo no segmentado. 
 
NDV se ha agrupado en tres patotipos distintos de acuerdo con su virulencia. La infección de las aves de corral por 
las cepas lentógenas no patógenas de NDV es esencialmente asintomática. En contraste directo, las cepas NDV 30 
mesogénicas (patógenas medias) y velogénicas (altamente patógenas) causan enfermedades exhaustivas que 
pueden ser fatales. La mayoría de los tipos de NDV infectan el sistema respiratorio y/o el sistema nervioso, y pueden 
provocar jadeo y tortícolis. 
 
El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV), también llamado virus de la enfermedad de Gumboro, es el 35 
agente causante de la enfermedad infecciosa de la bolsa. El IBDV causa una infección viral aguda y altamente 
contagiosa del tejido linfoide de un pollo, cuyo objetivo principal es el órgano inmunológico esencial del ave: la bolsa 
de Fabricio. La tasa de morbilidad en aves susceptibles es alta, con una rápida pérdida de peso y tasas de mortalidad 
de moderadas a altas. Los pollitos que se recuperan de la enfermedad pueden tener deficiencias inmunes debido a la 
destrucción de (o partes de) la bolsa de Fabricio. Esto los hace particularmente vulnerables a infecciones secundarias. 40 
 
BDV es un miembro de la familia Birnaviridae. Los virus en esta familia tienen un genoma que consiste en dos 
segmentos (A y B) de ARN bicatenario. Existen dos serotipos de IBDV, el serotipo 1 y 2, que pueden diferenciarse 
mediante pruebas de neutralización de virus (NV). Se ha demostrado que los virus del serotipo 1 son patógenos para 
los pollos, mientras que los virus del serotipo 2 solo causan enfermedades subagudas en los pavos. Históricamente, 45 
los virus IBDV del serotipo 1 consistían en un solo tipo que ahora se conoce como virus IBD "clásico". Más 
recientemente, han surgido las llamadas cepas de IBDV "variante". Las cepas clásicas y variantes de IBDV se pueden 
identificar y distinguir mediante una prueba de neutralización de virus usando un estudio de panel de anticuerpos 
monoclonales, o por RT-PCR [Wu et al., Avian Diseases, 51: 515-526 (2007)]. Las cepas IBDV clásicas bien conocidas 
incluyen, D78, Faragher 52/70 y STC, mientras que 89/03 es una cepa variante bien conocida. Muchas vacunas IBDV 50 
vivas o inactivadas están disponibles en el mercado, por ejemplo, una vacuna viva como NOBILISR Gumboro D78 
(MSD Animal Health). 
 
Como se ha indicado anteriormente, debido a que el HVT puede actuar como un antígeno que proporciona una 
protección significativa contra la enfermedad de Marek y como un vector recombinante, actualmente se usa como un 55 
vector de plataforma para vacunas multivalentes tales como Innovax®-ILT (comercializada por Merck Animal Health), 
que protege contra ILTV; e Innovax®-ND-SB (comercializada por Merck Animal Health) y Vectormune® HVT-NDV 
(comercializada por Ceva), que protegen contra el NDV. Sin embargo, notablemente, hasta ahora, ninguna vacuna 
multivalente que comprende un HVT recombinante que codifica antígenos de más de un patógeno ha demostrado ser 
estable y eficaz, incluso aunque dichas vacunas se habían sugerido hace más de quince años [véase, por ejemplo, el 60 
documento US 5.965.138]. De hecho, Innovax®-ILT contiene el único HVT recombinante que comprende dos genes 
extraños, es decir, ILTV gD e ILTV gI, que ha demostrado ser seguro, eficaz y estable. Sin embargo, estos dos genes 
extraños son del mismo patógeno y, además, se superponen de forma natural y deben expresarse conjuntamente con 
el fin de permitir una inmunización adecuada contra ILTV. 
 65 
Los documentos US 5.965.138 y US 5.853.733 son miembros de la misma familia de patentes y describen 
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construcciones de vectores de MDV no patógenos que comprenden una o más inserciones heterólogas, que incluyen 
NDV-F e ILTV gI/gD. Las inserciones heterólogas también se insertan en diferentes regiones genómicas. Sin embargo, 
ninguna de estas patentes de EE. UU. poporciona datos sobre la estabilidad genética, ni demuestra una reducción 
real a la práctica como una vacuna eficaz. Además, muchas de las construcciones de vectores mencionadas nunca 
se hicieron realmente. Más importante aún, aunque estas patentes tienen una fecha de prioridad que es anterior a la 5 
presente invención por casi 20 años, hasta ahora, nadie pudo colocar genes de más de un patógeno extraño en el 
mismo vector de MDV y producir con éxito una construcción estable que proporcione protección contra más de uno 
de esos patógenos extraños. 
 
El documento WO00/61736 describe esencialmente el mismo tema que el documento US 5.965.138 y el documento 10 
US 5.853.733, y también tiene las mismas desventajas de no poder proporcionar una divulgación habilitadora para 
vacunas seguras, estables y eficaces. 
 
El documento US 6.033.670 describe el uso de ILTV como un vector recombinante para inserciones de genes 
heterólogos, pero no divulga los resultados sobre la estabilidad, la expresión y su uso en una vacuna eficaz. Además, 15 
ILTV es un virus de aves de corral completamente diferente al MDV. 
 
En consecuencia, a pesar de las claras ventajas de las construcciones estables, multivalentes y recombinantes de 
MDVnp que pueden expresar eficazmente antígenos extraños de dos o más patógenos diferentes y los esfuerzos 
sustanciales para diseñarlos, hasta ahora, no se han recibido. Por lo tanto, existe una clara necesidad de superar el 20 
fallo colectivo de la industria, mediante la construcción de vectores de MDVnp novedosos, estables y recombinantes 
que se pueden usar en vacunas multivalentes como el único activo para proteger contra dos o más patógenos de virus 
de aves de corral no MDV1 diferentes. 
 
La cita de cualquier referencia en el presente documento no debe interpretarse como una admisión de que dicha 25 
referencia está disponible como "técnica anterior" para la presente solicitud. 
 
Sumario de la invención 
 
En consecuencia, la presente invención proporciona un herpesvirus recombinante multivalente estable y eficaz de 30 
pavos (rHVT) para su uso como un vector para expresar la proteína gD y gI del virus de la laringotraqueitis infecciosa 
(ILTV), así como la proteína de fusión del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F), tal como se define en las 
reivindicaciones. 
 
El rHVT comprende un primer ácido nucleico insertado en un primer sitio no esencial en el genoma de rHVT y un 35 
segundo ácido nucleico insertado en un segundo sitio no esencial en el genoma de rHVT. El primer ácido nucleico 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica ILTV gD y una secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
gI. 
 
El segundo ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína F de NDV. En 40 
realizaciones específicas de este tipo, el primer ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID 
NO: 16 y el segundo ácido nucleico comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 15. 
 
En determinadas realizaciones, el primer sitio no esencial del rMDVnp es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial del 
rMDVnp es el sitio UL7/8. En el contexto de la invención, el rMDVnp es un rHVT. 45 
 
En otros aspectos de la divulgación, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVnp son los 
mismos. En realizaciones específicas de este tipo, el primer ácido nucleico y el segundo ácido nucleico se construyen 
realmente como parte de la misma molécula de ADN, que se inserta en un sitio no esencial del rMDVnp. Dicha molécula 
de ADN puede ser un casete de expresión que codifica una proteína gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa 50 
(ILTV), una proteína gl del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) y una proteína F del virus de la enfermedad 
de Newcastle (NDV). En realizaciones particulares de este tipo, la molécula de ADN comprende la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NO: 17. En el contexto de la invención, el rMDVnp es un rHVT. 
 
En consecuencia, en realizaciones particulares, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVnp 55 
son el sitio US2. En otras realizaciones, el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial del rMDVnp son el 
sitio UL54.5. En el contexto de la invención, el rMDVnp es un rHVT. 
 
Las secuencias de nucleótidos que codifican la proteína gD de ILTV, la proteína gl de ILTV y la proteína F de NDV 
pueden estar operativamente bajo el control de promotores exógenos, es decir, promotores que no se encuentran de 60 
forma natural en el MDVnp. En determinadas realizaciones, estas tres secuencias de nucleótidos están operativamente 
bajo el control de diferentes promotores, es decir, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gD de ILTV está 
operativamente bajo el control de un primer promotor, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gI de ILTV 
está operativamente bajo el control de un segundo promotor y la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína F 
de NDV está operativamente bajo el control de un tercer promotor, siendo diferentes el primer promotor, el segundo 65 
promotor y el tercer promotor. En realizaciones particulares, el promotor de la secuencia de nucleótidos que codifica 
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la proteína gD de ILTV es el promotor ILVL gD endógeno. En determinadas realizaciones, el promotor de la secuencia 
de nucleótidos que codifica la proteína gI de ILTV es el promotor ILTV gl endógeno. En realizaciones particulares de 
este tipo, el promotor de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gD de ILTV es el promotor ILTV gD 
endógeno y el promotor para la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gI de ILTV es el promotor ILTV gl 
endógeno. 5 
 
En determinados aspectos de la divulgación, al menos uno de los promotores unido operativamente a una secuencia 
de nucleótidos que codifica la proteína gD de ILTV, la proteína gl de ILTV o la proteína F de NDV es el promotor 
temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV IE). En realizaciones particulares de este tipo, el promotor de 
la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína F de NDV es el promotor hCMV IE. En aspectos específicos de la 10 
divulgación, al menos uno de los promotores unido operativamente a una secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína gD de ILTV, la proteína gI de ILTV o la proteína F de NDV es el promotor gpX del virus de la pseudorabia 
(PRV). En aspectos relacionados de la divulgación, al menos uno de los promotores unido operativamente a una 
secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gD de ILTV, la proteína gl de ILTV o la proteína F de NDV es el 
promotor del gen de beta-actina de pollo. En realizaciones específicas, el promotor de la secuencia de nucleótidos que 15 
codifica la proteína F de NDV es el promotor hCMV IE, el promotor de la secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína gD de ILTV es el promotor ILTV gl endógeno y el promotor de la secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína gl de ILTV es el promotor ILTV gl endógeno. 
 
En determinados aspectos de la divulgación, un rMDVnp de la presente invención que incluye inserciones de 20 
secuencias de nucleótidos que codifican la proteína gD de ILTV, la proteína gl de ILTV, y la proteína F de NDV también 
incluye una o más secuencias terminadoras de la transcripción exógenas. En aspectos específicos de este tipo, una 
secuencia terminadora de la transcripción está corriente abajo de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 
F de NDV. En aspectos particulares de la divulgación, las secuencias de nucleótidos que codifican la proteína gD de 
ILTV y la proteína gI de ILTV comparten una secuencia terminadora de la transcripción y la secuencia de nucleótidos 25 
que codifica la proteína F de NDV tiene otra. 
 
En aspectos particulares de la divulgación, al menos una de las secuencias terminadoras de la transcripción 
comprende una secuencia de poliadenilación sintética. En aspectos relacionados, al menos una de las secuencias 
terminadoras de la transcripción comprende una secuencia de poliadenilación de la timidina quinasa del virus de 30 
herpes simplex (TK de HSV). En el contexto de la invención, el rMDVnp es un rHVT. 
 
También se describe un ácido nucleico recombinante que comprende en la dirección 5' a 3' en el siguiente orden (i) 
un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), (ii) una secuencia de codificación para la proteína 
gD de ILTV, (iii) un promotor ILTV gI, (iv) una secuencia de codificación para la proteína gl de ILTV, (v) un promotor 35 
temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE), (vi) una secuencia de codificación para la proteína F de 
NDV, y (vii) una secuencia terminadora de la transcripción. En un ejemplo particular, el ácido nucleico recombinante 
comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 17. 
 
También se describe un rMDVnp en el que un ácido nucleico recombinante de la presente invención se ha insertado 40 
en un sitio de inserción no esencial del rMDVnp. En determinados aspectos de este tipo, el rMDVnp incluye una inserción 
en un sitio no esencial que comprende un ácido nucleico recombinante que comprende en la dirección 5' a 3' en el 
siguiente orden (i) un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV), (ii) una secuencia de codificación 
para la proteína gD de ILTV, (iii) un promotor ILTV gI, (iv) una secuencia de codificación para la proteína gl de ILTV, 
(v) un promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE), (vi) una secuencia de codificación para la 45 
proteína F de NDV, y (vii) una secuencia terminadora de la transcripción. En aspectos específicos, también pueden 
incluirse secuencias de nucleótidos intermedias, tales como enlazadores, secuencias espaciadoras y/o secuencias de 
codificación extrañas, véase el Ejemplo 1 a continuación. En un ejemplo particular, el rHVT comprende la secuencia 
de nucleótidos de la SEQ ID NO: 17 insertada en un sitio no esencial. En realizaciones particulares de estos tipos, el 
sitio no esencial es el sitio US2. En otras realizaciones de este tipo, el sitio no esencial es el sitio UL54.5. En aún otras 50 
realizaciones de este tipo, el sitio no esencial es el sitio UL7/8. En otros ejemplos más de este tipo, el sitio no esencial 
es el sitio US10. 
 
Se describen métodos para fabricar un rMDVnp de la presente divulgación. En determinados aspectos, se construye 
un ácido nucleico heterólogo que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína gD de ILTV, una 55 
secuencia de nucleótidos que codifica una proteína gI de ILTV, y una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína F de NDV. El ácido nucleico heterólogo se inserta luego en un sitio no esencial de un rMDVnp de la presente 
divulgación. En determinados aspectos, el ácido nucleico heterólogo es un casete de expresión. En ejemplos 
particulares de este tipo, el casete de expresión comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 17. En 
otros ejemplos, se construye un primer ácido nucleico heterólogo que comprende una secuencia de nucleótidos que 60 
codifica una proteína gD de ILTV y una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína gl de ILTV; y se construye 
un segundo ácido nucleico heterólogo que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína F de 
NDV. El primer ácido nucleico heterólogo se inserta en un sitio US2 de un rMDVnp y el segundo ácido nucleico 
heterólogo se inserta en un sitio alternativo no esencial del rMDVnp. En determinados aspectos, dichos ácidos nucleicos 
heterólogos son casetes de expresión. En ejemplos particulares de este tipo, el primer ácido nucleico heterólogo 65 
comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 16 y el segundo ácido nucleico comprende la secuencia de 
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nucleótidos de la SEQ ID NO: 15. En ejemplos específicos, el método de fabricación de un rMDVnp es un método para 
fabricar un rHVT. 
 
La presente divulgación proporciona además composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier 
rMDVnp como se describe. En el contexto de la invención, el rMDVnp es un rHVT. En ejemplos alternativos, el rMDVnp 5 
es un rMDV2. Además, la presente divulgación describe métodos para ayudar en la protección de las aves de corral 
contra una enfermedad causada por ILTV y/o NDV y/o MDV1 mediante la administración de dicha vacuna y/o 
composición inmunogénica como se describe. En ejemplos específicos, dichos métodos ayudan en la protección de 
un pollo. Una vacuna de la presente invención como se define en las reivindicaciones puede administrarse por vía 
subcutánea o in ovo. 10 
 
En consecuencia, en un aspecto, la presente invención proporciona composiciones inmunógenas y/o vacunas 
estables, seguras y eficaces que comprenden un rHVT de la presente invención como se define en las reivindicaciones. 
La presente divulgación también describe composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier 
rMDVnp de la divulgación que se combina adicionalmente con un antígeno adicional de NDV, ILTV y/o MDV para 15 
mejorar y expandir la inmunogenicidad proporcionada. Además, la presente divulgación también describe 
composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier rMDVnp de la presente divulgación que se 
combina adicionalmente con un antígeno para un patógeno distinto de MDV, ILTV o NDV. En un ejemplo particular de 
este tipo, el antígeno es un antígeno del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa.(IBDV). En un ejemplo más 
particular, el antígeno del IBDV es un IBDV vivo moderado. En determinados ejemplos, el IBDV vivo moderado es una 20 
variante del IBDV. La presente divulgación también describe métodos para ayudar en la protección de las aves de 
corral contra una enfermedad causada por ILTV y/o NDV y/o MDV1 y/o IBDV mediante la administración de dicha 
vacuna y/o composición inmunogénica a las aves de corral (por ejemplo, pollos). En ejemplos particulares de este tipo, 
una vacuna de la presente divulgación se administra por vía subcutánea. En otros ejemplos, una vacuna de la presente 
divulgación se administra in ovo. 25 
 
En determinadas realizaciones, las composiciones inmunogénicas y/o vacunas de la presente invención comprenden 
un rHVT que comprende como una inserción en su sitio US2 de un ácido nucleico recombinante que comprende 5' a 
3': (i) un promotor gD del virus de la laringotraqueitis infecciosa (ILTV); (ii) una secuencia de codificación para la 
proteína gD de ILTV; (iii) un promotor ILTV gI; (iv) una secuencia de codificación para la proteína gl de ILTV; (v) un 30 
promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano (hCMV IE); así como una secuencia de codificación para la 
proteína de fusión del virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F); y (vii) una secuencia terminadora de la 
transcripción. En realizaciones particulares de este tipo, las composiciones inmunogénicas y/o vacunas comprenden 
además un virus de la enfermedad de la bolsa infeccioso vivo moderado (IBDV). En determinadas realizaciones, el 
IBDV vivo moderado es una variante del IBDV. En realizaciones más particulares, el IBDV es 89/03. En realizaciones 35 
aún más particulares de este tipo, el ácido nucleico recombinante tiene la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 
17. 
 
La presente divulgación también describe composiciones inmunogénicas y/o vacunas que comprenden cualquier 
rMDVnp de la presente divulgación combinado con un antígeno adicional de NDV, ILTV o NDV y un patógeno distinto 40 
de MDV, ILTV o NDV. 
 
Estos y otros aspectos de la presente invención se comprenderán mejor en referencia a los dibujos. 
 
Breve descripción de los dibujos 45 
 

La Figura 1 es un dibujo esquemático del genoma HVT (FC126), que consiste en una región larga única (UL) y 
una región corta única (US), cada una indicada por líneas rectas y flanqueada por regiones repetidas, indicadas 
como recuadros. Debajo del esquema del genoma, hay una barra que indica la ubicación de los fragmentos de 
digestión de la enzima de restricción BamHI, en relación con la posición del genoma y la nomenclatura de letras 50 
asociada con cada fragmento. (Al fragmento más grande se le dio la letra "A", al siguiente más grande se le dio la 
letra "B", y así sucesivamente). Las posiciones de cada fragmento subgenómico clonado (y su designación) usadas 
para reconstruir HVT (FC126) o los virus rHVT/NDV/ILT se indican debajo del mapa de restricción de BamHI. El 
asterisco (*) indica la posición de los sitios de inserción: UL7/UL8 en 1196-05.1; UL54.5 en 1332-29.4; US2 en 
1332-47.A2 o 1317-15.1-1. 55 
 
La Figura 2 es un dibujo esquemático de seis HVT recombinantes diferentes, que representan los genes insertados 
en la estructura HVT y el sitio de su inserción. Innovax-LT es un rHVT que incluye un casete de expresión que 
codifica los genes ILTV gD e ILTV gI insertados en el sitio UL54.5 del rHVT. Innovax-ND es un rHVT que incluye 
un casete de expresión que codifica el gen de fusión de NDV insertado en el sitio US10 del rHVT. 1348-34C es un 60 
rHVT que incluye un casete de expresión que codifica los genes ILTV gD e ILTV gI insertados en el sitio UL54.5 
del rHVT, y un casete de expresión que codifica el gen de fusión NDV insertado en el sitio US10 del rHVT. 1332-
62E es un rHVT que incluye un casete de expresión que codifica los genes ILTV gD, ILTV gI y el NDV de fusión 
insertados en el sitio US2 del rHVT. 1317-46 es un rHVT que incluye un casete de expresión que codifica los genes 
ILTV gD e ILTV gI insertados en el sitio US2, y un casete de expresión que codifica el gen de fusión NDV insertado 65 
entre UL7 y UL8 (es decir, el sitio UL7/8) del rHVT. 1332-70B es un rHVT que incluye un casete de expresión que 
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codifica los genes ILTV gD, ILTV gI y el NDV de fusión insertados en el sitio UL54.5 del rHVT. 
 

Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención supera el fracaso de la industria anterior para poder construir vectores rMDVnp que contienen 5 
antígenos extraños y pueden proteger contra dos o más patógenos de virus de aves de corral proporcionando vectores 
MDVnp recombinantes únicos que codifican y expresan antígenos de ILTV y NDV, y que protegen contra la enfermedad 
de Marek, la enfermedad de Newcastle y el virus de la laringotraceitis infecciosa. En realizaciones particulares, un 
rHVT de la presente invención codifica y expresa antígenos extraños de ILTV y NDV solamente, y puede ayudar en la 
protección contra la enfermedad de Marek, la enfermedad de Newcastle y el virus de la laringotraceitis infecciosa. 10 
 
Antes de la presente invención, ya se había construido un vector HVT que contenía un gen NDV insertado en la región 
US10. Se demostró que este vector HVT-NDV es estable y que expresa niveles suficientes del producto del gen NDV 
correspondiente, la proteína F de NDV, para proteger a los pollos vacunados contra un desafío con NDV virulento. 
Además, ya se había construido un vector HVT que contenía un par de genes ILTV insertados en la región UL54.5 de 15 
HVT. Se demostró que este vector HVT-ILTV es estable y que expresa niveles suficientes de los productos génicos 
de ILTV correspondientes, las proteínas gI y gD de ILTV, para proteger a los pollos vacunados contra un desafío con 
ILTV virulento. 
 
En consecuencia, se diseñó una construcción HVT multivalente para proteger tanto contra NDV como ILTV basándose 20 
en las construcciones exitosas anteriores, es decir, insertando el gen NDV-F en el sitio US10 e insertando los genes 
ILTV gD y gl en el sitio UL54.5 [véase, 1348-34C en la Figura 2]. Inesperadamente, sin embargo, tras efecturar pases 
de esta construcción en cultivo de tejidos, el virus recombinante perdió su capacidad para expresar las proteínas 
ILTVgD, ILTVgI y NDV F. Esto demostró ser cierto con una serie de construcciones rHVT recombinantes duplicadas. 
De hecho, estos virus recombinantes eran inestables e inadecuados para su posterior desarrollo como vacunas. Estos 25 
hallazgos demuestran que el diseño de un único vector rHVT multivalente que puede expresar de manera estable 
tanto la proteína NDV F como las proteínas ILTVgD e ILTVgI no es un proceso simple que pueda extrapolarse de la 
información existente. De hecho, si dichos vectores rHVT multivalentes estables y eficaces fueran posibles en lo más 
mínimo, su diseño debía basarse en un conjunto impredecible de interacciones complejas que implicaban 
mínimamente la relación entre los sitios de inserción usados y los genes extraños a insertar. Hasta ahora, dicho diseño 30 
de construcciones de rHVT no era fácilmente predecible a partir de la técnica conocida. 
 
Por lo tanto, la presente invención, proporciona vectores rHVT recombinantes en los que se han insertado dos genes 
de ILTV y un gen de NDV. En una realización particular de la presente invención, los tres genes se insertaron en la 
región US2 del genoma de HVT. Tras la vacunación de una gallina o un huevo de gallina con este rHVT, las células 35 
del huésped inmunizado expresaron las proteínas codificadas por los genes insertados. Además, las proteínas NDV 
e ILTV expresadas por el rHVT estimularon una respuesta inmune que protegió a los pollos vacunados contra la 
enfermedad causada por NDV e ILTV. En consecuencia, dichos vectores rHVT pueden usarse para proporcionar 
protección contra infecciones tanto por NDV como por ILTV. Anteriormente, se necesitaban dos vectores rHVT 
separados para protegerse contra estos dos virus, a saber, uno para la protección contra ILTV y el otro para la 40 
protección contra NDV. 
 
Por lo tanto, la presente invención es ventajosa con respecto a los métodos actuales porque proporciona protección 
simultánea contra ILTV y NDV mediante la inoculación de aves de corral y/o huevos de aves de corral con un solo 
HVT recombinante. En particular, esto permite que se administren vacunas adicionales a través de la vía in ovo, porque 45 
hay un límite en cuanto a la cantidad de volumen que se puede inyectar en un huevo, y ahorra aún más en los costos 
de fabricación porque solo se necesita uno en lugar de dos vectores. Además, esto puede permitir que se incluya un 
antígeno adicional en la vacuna, como un IBDV vivo, por ejemplo, la cepa 89/03. 
 
Con el fin de comprender más completamente la presente invención, se proporcionan las siguientes definiciones. 50 
El uso de términos singulares por conveniencia en la descripción no pretende de ninguna manera ser tan limitante. 
Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a una composición que comprende "un polipéptido" incluye una referencia a 
uno o más de dichos polipéptidos. 
Como se usa en este documento, un "virus de la enfermedad de Marek no patógeno" o "MDVnp" o "npMDV" es un 
virus en la familia del MDV que muestra poca o ninguna patogenicidad en aves de corral. El término "MDVnp" incluye 55 
MDV de origen natural que han sido pasados o manipulados de otra manera similar, pero no incluye construcciones 
virales en las que una región específica del genoma de un serotipo de MDV se reemplaza por la región correspondiente 
de un serotipo de MDV diferente para formar un virus quimérico, tal como el novedoso herpesvirus aviar (NAHV). En 
el contexto de la presente invención, el MDVnp es un HVT. En otros ejemplos, el MDVnp es un MDV2. En ejemplos 
particulares de este tipo, el MDV2 es SB1. 60 
Como se usa en el presente documento, un MDVnp que ha sido modificado genéticamente para codificar una secuencia 
de nucleótidos heteróloga (por ejemplo, un gen extraño) se define como un "MDVnp" recombinante" o "rMDVnp". 
Como se usa en el presente documento, un "sitio no esencial" es un sitio en el genoma de MDVnp en el que una 
iserción de una secuencia de nucleótidos heteróloga en ese sitio no evita que el MDVnp se replique en un célula 
huésped. Los sitios no esenciales generalmente se identifican por el gen en el que residen, por ejemplo, el sitio US2, 65 
o una región entre dos genes, por ejemplo, el sitio UL7/8. 
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Como se usa en el presente documento, el término "aves de corral" puede incluir pollos, pavos, patos, gansos, 
codornices y faisanes. 
Como se usa en el presente documento, una "vacuna" es una composición que es adecuada para la aplicación a un 
animal (incluidos, en determinados ejemplos, seres humanos, mientras que en otros ejemplos no son específicamente 
para seres humanos) que comprenden uno o más antígenos normalmente combinados con un vehículo 5 
farmacéuticamente aceptable tal como un líquido que contenga agua, que al administrarse al animal induce una 
respuesta inmune lo suficientemente fuerte como para ayudar mínimamente en la protección contra una enfermedad 
clínica que surge de una infección con un microorganismo de tipo silvestre, es decir, lo suficientemente fuerte como 
para ayudar en la prevención de la enfermedad clínica, y/o prevención, mejora o curación de la enfermedad clínica. 
Como se usa en el presente documento, una "vacuna multivalente" es una vacuna que comprende dos o más 10 
antígenos diferentes. En un ejemplo particular de este tipo, la vacuna multivalente estimula el sistema inmunológico 
del receptor contra dos o más agentes patógenos diferentes. 
Como se usa en el presente documento, la expresión "ayudas en la protección" no requiere una protección completa 
contra cualquier indicación de infección. Por ejemplo, "ayudas en la protección" puede significar que la protección es 
suficiente para que, después del desafío, los síntomas de la infección subyacente se reduzcan al menos, y/o que una 15 
o más de las causas o mecanismos celulares, fisiológicas, o bioquímicas subyacentes que causan los síntomas se 
reduzcan y/o eliminen. Se entiende que "reducido", como se usa en este contexto, significa en relación con el estado 
de la infección, incluido el estado molecular de la infección, no solo el estado fisiológico de la infección. 
Como se usa en el presente documento, un "adyuvante" es una sustancia que puede favorecer o amplificar la cascada 
de eventos inmunológicos, lo que lleva en última instancia a una mejor respuesta inmunológica, es decir, la respuesta 20 
corporal integrada a un antígeno. En general, no se requiere un adyuvante para que se produzca la respuesta 
inmunológica, pero favorece o amplifica esta respuesta. 
Como se usa en el presente documento, la expresión "farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente para 
significar que el nombre modificado es apropiado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se usa, por 
ejemplo, para describir un excipiente en una vacuna farmacéutica, caracteriza al excipiente como compatible con los 25 
otros ingredientes de la composición y no desventajosamente perjudicial para el receptor deseado. 
Como se usa en el presente documento, "administración sistémica" es la administración en el sistema circulatorio del 
cuerpo (que comprende el sistema cardiovascular y linfático), afectando así al cuerpo en su totalidad en lugar de a un 
locus específico como el tracto gastrointestinal (por ejemplo, mediante la administración oral o rectal) y el sistema 
respiratorio (por ejemplo, mediante la administración intranasal). La administración sistémica se puede realizar, por 30 
ejemplo, mediante la administración en el tejido muscular (intramuscular), en la dermis (intradérmica o transdérmica), 
debajo de la piel (subcutánea), debajo de la mucosa (submucosa), en las venas (intravenosa), etc. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "administración parenteral" incluye inyecciones subcutáneas, 
inyecciones submucosas, inyecciones intravenosas, inyecciones intramusculares, inyecciones intradérmicas e 35 
infusión. 
El término "aproximadamente" se usa indistintamente con el término "alrededor de" y significa que un valor está dentro 
del veinticinco por ciento del valor indicado, es decir, un péptido que contiene "aproximadamente" 100 restos de 
aminoácidos puede contener entre 75 y 125 restos de aminoácidos. 
Como se usa en el presente documento, el término, "polipéptido" se usa indistintamente con los términos "proteína" y 40 
"péptido" e indica un polímero que comprende dos o más aminoácidos conectados por enlaces peptídicos. El término 
"polipéptido" como se usa en el presente documento incluye un fragmento o segmento significativo, y abarca un tramo 
de restos de aminoácidos de al menos aproximadamente 8 aminoácidos, generalmente al menos aproximadamente 
12 aminoácidos, normalmente al menos aproximadamente 16 aminoácidos, preferentemente al menos 
aproximadamente 20 aminoácidos, y, en aspectos particularmente preferentes, al menos aproximadamente 30 o más 45 
aminoácidos, por ejemplo, 35, 40, 45, 50, etc. Dichos fragmentos pueden tener extremos que comienzan y/o terminan 
en prácticamente todas las posiciones, por ejemplo, que comienzan en los restos 1, 2, 3, etc., y que terminan en, por 
ejemplo, 155, 154, 153, etc., en todas las combinaciones prácticas. 
Opcionalmente, un polipéptido puede carecer de determinados restos de aminoácidos que están codificados por un 
gen o por un ARNm. Por ejemplo, un gen o una molécula de ARNm puede codificar una secuencia de restos de 50 
aminoácidos en el extremo N de un polipéptido (es decir, una secuencia de señal) que se escinde y, por lo tanto, puede 
no ser parte de la proteína final. 
Como se usa en el presente documento, la expresión "fragmento antigénico" con respecto a una proteína particular 
(por ejemplo, un antígeno de proteína) es un fragmento de esa proteína (incluidos los fragmentos grandes que faltan 
de tan solo un único aminoácido de la proteína de longitud completa) que es antigénico, es decir, capaz de interactuar 55 
específicamente con una molécula de reconocimiento de antígeno del sistema inmunológico, como una 
inmunoglobulina (anticuerpo) o un receptor de antígeno de linfocitos T. Por ejemplo, un fragmento antigénico de una 
proteína de fusión NDV, es un fragmento de esa proteína de fusión que es antigénico. Preferentemente, un antigénico 
es inmunodominante para el reconocimiento de anticuerpos y/o receptores de linfocitos T. 
Como se usa en el presente documento, una secuencia de aminoácidos es 100 % "homóloga" a una segunda 60 
secuencia de aminoácidos si las dos secuencias de aminoácidos son idénticas, y/o difieren solo en sustituciones 
neutras o conservativas como se define a continuación. En consecuencia, una secuencia de aminoácidos es 
aproximadamente un 80 % "homóloga" a una segunda secuencia de aminoácidos si aproximadamente el 80 % de las 
dos secuencias de aminoácidos son idénticas, y/o difieren solo en sustituciones neutras o conservativas. 
Los restos de aminoácidos funcionalmente equivalentes a menudo pueden ser sustituidos por restos dentro de la 65 
secuencia que resulta en una sustitución de aminoácidos conservativa. Dichas alteraciones definen la expresión "una 
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sustitución conservativa" como se usa en el presente documento. Por ejemplo, uno o más restos de aminoácidos 
dentro de la secuencia pueden ser sustituidos por otro aminoácido de polaridad similar, que actúa como un equivalente 
funcional, lo que resulta en una alteración silenciosa. Las sustituciones de un aminoácido dentro de la secuencia 
pueden seleccionarse de entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoácido. Por ejemplo, los 
aminoácidos no polares (hidrófobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptófano y 5 
metionina. Los aminoácidos que contienen estructuras de anillos aromáticos son fenilalanina, triptófano y tirosina. Los 
aminoácidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteína, tirosina, asparagina y glutamina. Los 
aminoácidos cargados positivamente (básicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoácidos cargados 
negativamente (ácidos) incluyen ácido aspártico y ácido glutámico. No se esperará que dichas alteraciones afecten el 
peso molecular aparente determinado por la electroforesis en gel de poliacrilamida o el punto isoeléctrico. 10 
Las sustituciones conservativas particularmente preferentes son: Lys para Arg y viceversa, de manera que se puede 
mantener una carga positiva; Glu para Asp y viceversa de manera que se pueda mantener una carga negativa; Ser 
para Thr de manera que se pueda mantener un --OH libre; y Gln para Asn de manera que se pueda mantener un NH2 
libre. Los aminoácidos también se pueden colocar en lso siguientes grupos de similitud: (1) prolina, alanina, glicina, 
serina y treonina; (2) glutamina, asparagina, ácido glutámico y ácido aspártico; (3) histidina, lisina y arginina; (4) 15 
cisteína; (5) valina, leucina, isoleucina, metionina; y (6) fenilalanina, tirosina y triptófano. 
 
En un aspecto relacionado, dos secuencias de ADN altamente homólogas pueden identificarse por su propia 
homología, o la homología de los aminoácidos que codifican. Dicha comparación de las secuencias se puede realizar 
usando el software convencional disponible en los bancos de datos de secuencia. En un ejemplo particular, dos 20 
secuencias de ADN altamente homólogas codifican secuencias de aminoácidos que tienen aproximadamente 80 % 
de identidad, más preferentemente aproximadamente 90 % de identidad e incluso más preferentemente 
aproximadamente 95 % de identidad. Más particularmente, dos secuencias de aminoácidos altamente homólogas 
tienen aproximadamente 80 % de identidad, incluso más preferentemente aproximadamente 90 % de identidad e 
incluso más preferentemente aproximadamente 95 % de identidad. 25 
 
Como se usa en el presente documento, el porcentaje de identidad de secuencia de ADN y proteína se puede 
determinar usando un software como MacVector v9, disponible en el mercado en Accelrys (Burlington, Massachusetts) 
y el algoritmo Clustal W con los parámetros predeterminados de alineación y los parámetros predeterminados para la 
identidad. Véase, por ejemplo, Thompson, et al., 1994. Nucleic Acids Res. 22:4673-4680. ClustalW se puede descargar 30 
libremente para las plataformas Dos, Macintosh y Unix de, por ejemplo, EMBLI, el Instituto Europeo de Bioinformática. 
El enlace de descarga actual se encuentra en http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Estos y otros programas disponibles 
también se pueden usar para determinar la similitud de secuencia usando los mismos parámetros predeterminados o 
análogos. 
 35 
Como se usa en el presente documento, los términos "polinucleótido", o un "ácido nucleico" o una "molécula de ácido 
nucleico" se usan indistintamente e indican una molécula que comprende nucleótidos que incluyen, pero sin limitación, 
ARN, ADNc, ADN genómico e incluso secuencias de ADN sintético. Los términos también se contemplan para abarcar 
moléculas de ácido nucleico que incluyen cualquiera de los análogos de base conocidos de ADN y ARN. 
 40 
Una "secuencia codificante" de ácido nucleico o una "secuencia que codifica" una proteína o péptido particular, es una 
secuencia de nucleótidos que se transcribe y traduce a un polipéptido in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control 
de elementos reguladores adecuados. 
 
Los límites de la secuencia de codificación se determinan mediante un codón de inicio en el extremo 5' y un codón de 45 
parada de traducción en el extremo 3'. Una secuencia de codificación puede incluir, pero sin limitación, secuencias 
procarióticas, ADNc de ARNm eucariótico, secuencias de ADN genómico de ADN eucariótico (por ejemplo, aviar) e 
incluso secuencias de ADN sintético. Una secuencia de terminación de la transcripción se puede ubicar 3' de la 
secuencia de codificación. 
 50 
"Conectado operativamente" se refiere a una disposición de elementos en la que los componentes descritos de este 
modo están configurados para realizar su función habitual. Por lo tanto, los elementos de control unidos 
operativamente a una secuencia de codificación son capaces de efectuar la expresión de la secuencia de codificación. 
Los elementos de control no necesitan ser contiguos con la secuencia de codificación, mientras funcionen para dirigir 
la expresión de los mismos. Por lo tanto, por ejemplo, puede haber secuencias sin traducir aún transcritas entre un 55 
promotor y la secuencia de codificación y el promotor todavía puede considerarse "unido operativamente" a la 
secuencia de codificación. 
 
Como se usa en el presente documento, la expresión "secuencia terminadora de la transcripción" se usa 
indistintamente con la expresión "elemento regulador de la poliadenilación" y es una secuencia que generalmente se 60 
encuentra corriente abajo de una región de codificación de ADN y que puede ser necesaria para la terminación 
completa de la transcripción de esa secuencia codificante de ADN. 
 
Como se usa en el presente documento, un "casete de expresión" es un ácido nucleico recombinante que comprende 
mínimamente un promotor y una secuencia de codificación heteróloga unida operativamente a ese promotor. En 65 
muchos de estos ejemplos, el casete de expresión comprende además una secuencia terminadora de la transcripción. 
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En consecuencia, la inserción de un casete de expresión en un sitio no esencial del genoma de rMDVnp puede conducir 
a la expresión de la secuencia de codificación heteróloga por el rMDVnp. En el contexto de la invención el rMDVnp es 
un rHVT. 
Una "secuencia de nucleótidos heteróloga" como se usa en el presente documento es una secuencia de nucleótidos 
que se añade a una secuencia de nucleótidos mediante métodos recombinantes para formar un ácido nucleico que 5 
no se forma naturalmente en la naturaleza. En ejemplos específicos, una "secuencia de nucleótidos heteróloga" puede 
codificar un antígeno de proteína tal como la proteína F de NDV, la proteína gl de ILTV o la proteína gD de ILTV. Las 
secuencias de nucleótidos heterólogas también pueden codificar proteínas de fusión (por ejemplo, quiméricas). 
Además, una secuencia de nucleótidos heteróloga puede codificar péptidos y/o proteínas que contienen propiedades 
reguladoras y/o estructurales. En otros ejemplos de este tipo, una secuencia de nucleótidos heteróloga puede codificar 10 
una proteína o péptido que funciona como un medio para detectar la proteína o péptido codificado por la secuencia de 
nucleótidos después de que se expresa el ácido nucleico recombinante. En aún otro aspecto, la secuencia de 
nucleótidos heteróloga puede funcionar como un medio para detectar una secuencia de nucleótidos. Una secuencia 
de nucleótidos heteróloga puede comprender secuencias no codificantes que incluyen sitios de restricción, sitios 
reguladores, promotores y similares. 15 
 
La inserción de un ácido nucleico que codifica un antígeno en un vector rMDVnp se logra fácilmente cuando los 
extremos tanto del ácido nucleico como del vector comprenden sitios de restricción compatibles. Si esto no se puede 
hacer, puede ser necesario modificar los extremos de la secuencia de nucleótidos y/o el vector mediante la digestión 
de los salientes de ácido nucleico monocatenario (por ejemplo, salientes de ADN) generados por la escisión de 20 
endonucleasas de restricción para producir extremos romos, o para lograr el mismo resultado rellenando los extremos 
monocatenarios con una polimerasa adecuada. Como alternativa, se pueden producir los sitios deseados, por ejemplo, 
mediante la ligadura de secuencias de nucleótidos (enlazadores) en los extremos. Dichos enlazadores pueden 
comprender secuencias de oligonucleótidos específicas que definen los sitios de restricción deseados. Los sitios de 
restricción también se pueden generar mediante el uso de la reacción en cadena de la polimerasa (RCP). [Véase, por 25 
ejemplo, Saiki et al., Science 239: 487-491 (1988)]. El vector escindido y los fragmentos de ADN también pueden 
modificarse, si es necesario, mediante la eliminación de la colas homopoliméricas. 
 
Antígenos de proteínas y ácidos nucleicos que codifican los antígenos de proteínas 
 30 
El gen ILTV gD parece codificar una glicoproteína de 434 aminoácidos de longitud que tiene un peso molecular de 
48.477 daltons, aunque otros han sugerido que un codón de inicio corriente abajo, que conduce a una proteína ILTV 
gD que comprende solo 377 restos de aminoácidos, es el verdadero codón de inicio [Wild et al., Virus Genes 12: 104-
116 (1996)]. El gen ILTV gI codifica una glicoproteína de 362 aminoácidos de longitud que tiene un peso molecular de 
39.753 daltons [documento US 6.875.856]. Los ácidos nucleicos que codifican variantes naturales y/o procedentes de 35 
laboratorio de la ILTV gD e ILTV gI pueden sustituirse por los ejemplificados actualmente. 
 
En realizaciones particulares de la presente invención, un rHVT comprende un ácido nucleico recombinante (por 
ejemplo, un casete de expresión) que codifica una proteína ILTV gD que comprende la secuencia de aminoácidos de 
la SEQ ID NO: 2 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un ácido 40 
nucleico recombinante que codifica una proteína ILTV gD que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 
más del 90 % y/o más del 95 % y/o más del 98 % y/o más del 99 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de 
la SEQ ID NO: 2. En realizaciones particulares, la proteína ILTV gD está codificada por la secuencia de nucleótidos 
de la SEQ ID NO: 1. 
 45 
En determinadas realizaciones de la presente invención, un rHVT comprende un ácido nucleico recombinante (por 
ejemplo, un casete de expresión) que codifica una proteína ILTV gl que comprende la secuencia de aminoácidos de 
la SEQ ID NO: 4 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un ácido 
nucleico recombinante que codifica una proteína ILTV gl que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 
más del 90 % y/o más del 95 % y/o más del 98 % y/o más del 99 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de 50 
la SEQ ID NO: 4. En realizaciones particulares, la proteína ILTV gl está codificada por la secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NO: 3. 
 
El gen de la proteína NDV F codifica la llamada proteína de "fusión". Un gen de la proteína NDV F ejemplificado por la 
presente invención se obtuvo de NDV Clone 30, una cepa de vacuna lentogénica de NDV común. Los ácidos nucleicos 55 
que codifican variantes naturales y/o procedentes de laboratorio del gen de la proteína F serían igualmente aplicables, 
ya sea para el NDV lentogénico, mesogénico o velogénico, ya que la propia secuencia del gen de la proteína F está 
altamente conservada en estos diferentes patotipos del NDV. En realizaciones particulares de la presente invención, 
un rHVT comprende un ácido nucleico recombinante (por ejemplo, un casete de expresión) que codifica una proteína 
de fusión NDV que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6 o un fragmento antigénico de la 60 
misma. En realizaciones relacionadas, el rHVT comprende un ácido nucleico recombinante que codifica una proteína 
NDF F que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene más del 90 % y/o más del 95 % y/o más del 98 % y/o 
más del 99 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6. En realizaciones específicas, la 
proteína de fusión NDV está codificada por la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 5. En determinadas 
realizaciones de la presente invención, un rHVT comprende un ácido nucleico recombinante (por ejemplo, un casete 65 
de expresión) que codifica una proteína de fusión NDV que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
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NO: 8 o un fragmento antigénico de la misma. En realizaciones relacionadas, un rHVT comprende un ácido nucleico 
recombinante que codifica una proteína NDF F que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene más del 90 
% y/o más del 95 % y/o más del 98 % y/o más del 99 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 8. En realizaciones particulares, la proteína de fusión NDV está codificada por la secuencia de nucleótidos de la 
SEQ ID NO: 7. 5 
 
Promotores y elementos reguladores de la poliadenilación 
 
Se pueden usar muchos promotores alternativos para dirigir la expresión de un gen heterólogo que codifica un antígeno 
de proteína o un fragmento antigénico del mismo en un rMDVnp de la presente divulgación. Ejemplos incluyen el 10 
promotor gpx del virus de la pseudorabia (PRV) [véase, el documento WO 87/04463], el promotor LTR del virus del 
sarcoma de Rous, el promotor del gen temprano de SV40, el promotor gD ILTV, el promotor gl ILTV [véase, por 
ejemplo, el documento US 6.183.753 B1], el promotor del gen temprano inmediato del citomegalovirus humano (hCMV 
IE1) [documento US 5.830.745; documento US 5.980.906] y el promotor del gen de la beta-actina del pollo [patente 
EP 1 298 139 B1]. Ejemplos más específicos, como se ejemplifica en el presente documento, incluyen el promotor 15 
hCMV IE de la cepa Towne que comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 12, un promotor hCMV IE 
truncado que comprende la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 11, un promotor ILTV gD que comprende la 
secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 9, y un promotor ILTV gl que comprende la secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NO: 10. 
 20 
La inclusión de un elemento regulador de poliadenilación corriente abajo de una región de codificación de ADN se 
requiere a menudo para terminar la transcripción de la secuencia de ADN de codificación. En consecuencia, muchos 
genes comprenden un elemento regulador de la poliadenilación en el extremo corriente abajo de su secuencia de 
codificación. Muchos de dichos elementos reguladores se han identificado y se pueden usar en un rMDVnp de la 
presente divulgación. Ejemplos específicos de elementos reguladores de poliadenilación como se ejemplifican en el 25 
presente documento, incluyen una señal de poliadenilación sintética que comprende la secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NO: 13, y la señal de poliadenilación de HSV timidina quinasa que comprende la secuencia de nucleótidos 
de la SEQ ID NO: 14. 
 
Vacunas y composiciones inmunogénicas 30 
 
La presente divulgación se refiere al uso del MDVnp recombinante, las moléculas de ácido nucleico usadas para 
construir el MDVnp, o las células huésped para cultivarlos o cualquier combinación de las mismas, todas de acuerdo 
con la presente divulgación para la fabricación de una vacuna para aves de corral. En consecuencia, la presente 
invención proporciona vacunas y/o composiciones inmunogénicas que incluyen un rHVT recombinante multivalente 35 
como se define en las reivindicaciones. Dichas vacunas pueden usarse para ayudar en la prevención y/o prevenir la 
enfermedad de Newcastle y/o la enfermedad de Marek y/o enfermedades asociadas con infecciones por ILTV. Una 
vacuna de acuerdo con la presente invención puede usarse para tratamiento profiláctico y/o terapéutico, y por lo tanto 
puede interferir con el establecimiento y/o con la progresión de una infección y/o sus síntomas clínicos de enfermedad. 
 40 
Un MDVnp recombinante de la presente divulgación se puede cultivar por cualquier número de medios actualmente 
practicados en el campo. Por ejemplo, un MDVnp recombinante de la presente divulgación se puede cultivar mediante 
el uso de cultivos in vitro de células de pollo primarias, véase, por ejemplo, los ejemplos a continuación en los que se 
usaron células de fibroblastos de embrión de pollo (CEF). Los CEF se pueden preparar mediante tripsinización de 
embriones de pollo. Los CEF también pueden colocarse en monocapas y luego infectarse con el MDVnp. Este proceso 45 
en particular se puede aumentar a escala fácilmente a la producción de tamaño industrial. 
 
Por lo tanto, un aspecto adicional de la divulgación se refiere a un método para la preparación de la vacuna de acuerdo 
con la divulgación que comprende las etapas de infectar células huésped con un MDVnp recombinante de la presente 
divulgación, recoger las células huésped infectadas y luego mezclar las células huésped infectadas recolectadas con 50 
un vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
Los métodos adecuados para la infección, el cultivo y la recolección son bien conocidos en la técnica y se describen 
y ejemplifican en el presente documento. 
Normalmente, las células huésped infectadas se recolectan mientras están todavía intactas para obtener el MDVnp 55 
recombinante en su forma asociada a la célula. Estas células se pueden tomar en una composición portadora 
adecuada para proporcionar estabilización para el almacenamiento y la congelación. Las células infectadas pueden 
llenarse en ampollas de vidrio, que se sellan, se congelan y se almacenan en nitrógeno líquido. En consecuencia, en 
determinados ejemplos de la presente divulgación, las vacunas y/o las composiciones inmunogénicas se almacenan 
congeladas y, en consecuencia, comprenden un criopreservante, tal como dimetilsulfóxido (DMSO), para preservar 60 
las células infectadas congeladas. 
 
Como alternativa, cuando el MDVnp recombinante es un HVT recombinante, se puede aislar de su célula huésped, por 
ejemplo, a través del tratamiento con ultrasonidos al final del cultivo, y luego se recoge en un estabilizador, y se seca 
por congelación (liofiliza) para un almacenamiento estable o se reduce de otra manera el volumen de líquido, para el 65 
almacenamiento, y luego se reconstituye en un diluyente líquido antes o en el momento de la administración. Dicha 
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reconstitución se puede lograr usando, por ejemplo, agua de grado de vacuna. En determinadas realizaciones, una 
parte liofilizada de una vacuna multivalente puede comprender uno o más antígenos y el diluyente puede comprender 
uno o más antígenos diferentes. 
 
En ejemplos particulares, una vacuna de la presente invención (o una porción de la misma) puede estar en forma 5 
liofilizada, por ejemplo, como comprimidos y/o esferas que se producen mediante un método descrito en el documento 
WO 2010/125084. En particular, se hace referencia a los ejemplos, de la página 15, línea 28 a la página 27, línea 9 
del documento WO 2010/125084, que describen un método para producir dichos comprimidos/esferas de 
desintegración rápida. Dichas formas liofilizadas se pueden disolver fácilmente en un diluyente, para permitir la 
administración sistémica de la vacuna. 10 
 
Las vacunas y las composiciones inmunogénicas pueden, pero no necesariamente incluyen, tampones 
fisiológicamente compatibles y solución salina y similares, así como adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Los 
adyuvantes pueden ser útiles para mejorar la respuesta inmune y/o aumentar la estabilidad de las preparaciones de 
vacunas. Los adyuvantes se describen normalmente como estimuladores no específicos del sistema inmunológico, 15 
pero también pueden ser útiles para dirigirse a brazos específicos del sistema inmunitario. Uno o más compuestos 
que tienen esta actividad pueden añadirse a la vacuna. Por lo tanto, las vacunas particulares de la presente invención 
pueden comprender además un adyuvante. Ejemplos de compuestos químicos que pueden usarse como adyuvantes 
incluyen, peros in limitación, compuestos de aluminio (por ejemplo,hidróxido de aluminio), aceites metabolizables y no 
metabolizables, aceites minerales que incluyen derivados de oleato de manida en solución de aceite mineral (por 20 
ejemplo, MONTANIDE ISA 70 de Seppic SA, Francia) y aceites minerales ligeros como DRAKEOL 6VR, polímeros de 
bloque, ISCOM (complejos inmunoestimulantes), vitaminas y minerales (incluidos, pero sin limitación: vitamina E, 
vitamina A, selenio y vitamina B12) y CARBOPOL®. 
 
Otros adyuvantes adecuados, que a veces se han denominado estimulantes inmunológicos, incluyen, pero sin 25 
limitación: citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas, sobrenadantes de cultivos celulares de linfocitos, monocitos, 
células de órganos linfoides, preparaciones celulares y/o extractos de plantas, bacterias o parásitos (preparaciones de 
Staphylococcus aureus o lipopolisacáridos) o mitógenos. En general, un adyuvante se administra al mismo tiempo que 
un rHVT de la presente invención. Sin embargo, los adyuvantes pueden administrarse también o como alternativa 
dentro de un período de dos semanas antes de la vacunación, y/o durante un período de tiempo después de la 30 
vacunación, es decir, mientras que el antígeno, por ejemplo, un MDVnp recombinante persista en los tejidos. 
Las vacunas y/o composiciones inmunogénicas de la presente invención pueden administrarse mediante cualquier vía 
como in ovo, mediante administración parenteral, incluyendo inyección intramuscular, inyección subcutánea, inyección 
intravenosa, inyección intradérmica, por escarificación, mediante administración oral o mediante cualquier 
combinación de las mismas. 35 
Además, el MDVnp recombinante multivalente de la presente divulgación se puede usar y/o combinar con antígenos 
de NDV, ILTV y/o MDV adicionales para mejorar y expandir la inmunogenicidad proporcionada, y/o antígenos para 
otros patógenos con el fin de proporcionar protección inmunitaria contra otros patógenos. Estos antígenos adicionales 
pueden ser microorganismos completos vivos o muertos, otros vectores recombinantes, homogenados celulares, 
extractos, proteínas o cualquier otro derivado similar, siempre que no interfieran negativamente con la seguridad, la 40 
estabilidad y la eficacia de la vacuna de acuerdo con la presente invención. 
La combinación de un MDVnp recombinante multivalente de la presente invención con un antígeno adicional de MDV, 
NDV y/o ILTV puede ser ventajoso en aquellos casos en los que prevalecen cepas de campo muy virulentas de MDV, 
NDV o ILTV, por ejemplo, en una región geográfica particular. En este sentido, la combinación de un MDVnp 
recombinante multivalente de la presente invención con un MDV1, MDV2 o HTV incluye la cepa Rispens (MDV1), la 45 
cepa SB1 (MDV2), la cepa FC-126 (HTV) y/o la cepa PB1 (HTV). Para mejorar la respuesta contra el NDV, el MDVnp 
recombinante multivalente puede combinarse con una cepa de vacuna NDV, como la cepa C2 de la vacuna del NDV 
vivo moderado. 
Ejemplos de otros microorganismos que pueden usarse como antígenos junto con el MDVnp recombinante multivalente 
de la presente invención incluyen: (i) virus tales como el virus de la bronquitis infecciosa, adenovirus, el virus del 50 
síndrome de la caída del huevo, el virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa, el virus de la anemia de pollo, el virus 
de la encefalomielitis aviar, el virus de la viruela aviar, el virus de la rinotraqueitis del pavo, el virus de la peste del pato 
(enteritis viral del pato), el virus de la viruela de la paloma, el virus de la leucosis aviar, el neumovirus aviar y el reovirus, 
(ii) bacterias, como Escherichia coli, Salmonella spec., Ornitobacterium rhinotracheale, Haemophilis paragallinarum, 
Pasteurella multocida, Erysipelothrix rhusiopathiae, Erysipelas spec., Mycoplasma spec. y Clostridium spec., (iii) 55 
parásitos como Eimeria spec., y (iv) hongos, como Aspergillus spec. En ejemplos particulares de la presente 
divulgación, se puede combinar un MDVnp recombinante de la presente divulgación con una cepa de la vacuna del 
IBDV vivo moderado tal como D78 (cepa intermedia clonada), PBG98, Cu-1, ST-12 (una cepa intermedia), o 89-03 
(una cepa de la variante de Delaware viva) en una vacuna multivalente. Muchas de estas cepas se usan en vacunas 
comerciales. 60 
La vacuna de combinación se puede hacer de varias formas, incluida la combinación del MDVnp recombinante de la 
presente divulgación con preparaciones de virus, o bacterias, u hongos, o parásitos, o células huésped, o una mezcla 
de cualquiera y/o todas estas. En ejemplos particulares, los componentes para dicha vacuna combinada se producen 
oportunamente por separado y luego se combinan y rellenan en el mismo recipiente de vacuna. 
Como se ha descrito anteriormente, una vacuna de acuerdo con la invención se puede usar ventajosamente para 65 
proporcionar protección inmune segura y efectiva en aves de corral a una enfermedad múltiple, mediante una sola 
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inoculación a muy temprana edad o in ovo. Como alternativa, como resultará evidente para cualquier experto en la 
técnica de las vacunas de aves de corral, las combinaciones descritas anteriormente también podrían incluir programas 
de vacunación en los que el MDVnp recombinante multivalente de la presente divulgación y el antígeno adicional no se 
apliquen simultáneamente; por ejemplo, el MDVnp recombinante puede aplicare in ovo, y la NDVC2 y/o la cepa de 
IBDV (por ejemplo, 89/03) podrían aplicarse en una fecha/hora posterior. 5 
En consecuencia, las vacunas de la presente invención pueden administrarse al sujeto aviar en una dosis única o en 
dosis múltiples. Por ejemplo, una vacuna de la presente invención se puede aplicar el día de la eclosión y/o in ovo en 
el día 16-18 (día de embrión) DE. Cuando se administran dosis múltiples, pueden administrarse al mismo tiempo o 
secuencialmente, de una manera y tiempo compatibles con la formulación de la vacuna, y en una cantidad que sea 
inmunológicamente efectiva. Por lo tanto, una vacuna de la presente invención puede servir eficazmente como una 10 
vacuna de sensibilización, que luego puede seguirse y amplificarse mediante una vacuna de refuerzo de la vacuna 
idéntica, o con una preparación de vacuna diferente, por ejemplo, una vacuna de virus completo clásica adyuvada e 
inactivada. 
El volumen por dosis de una vacuna de la presente invención se puede optimizar de acuerdo con la vía de aplicación 
prevista: la inoculación in ovo se aplica comúnmente con un volumen entre 0,05 y 0,5 ml/huevo, y la inyección 15 
parenteral se realiza comúnmente con un volumen entre 0,1 y 1 ml/aviar. En cualquier caso, la optimización del 
volumen de dosis de la vacuna está dentro de las capacidades del experto en la técnica. 
 

Tabla de secuencia 
SEQ ID NO: Descripción Tipo 

1 Glicoproteína ILTV gD ácido nucleico 

2 Glicoproteína ILTV gD aminoácido 

3 Glicoproteína ILTV gl ácido nucleico 

4 Glicoproteína ILTV gl aminoácido 

5 Proteína NDV F (Clone 30) ácido nucleico 

6 Proteína NDV F (Clone 30) aminoácido 

7 Proteína NDV F (B1 Hitchner) ácido nucleico 

8 Proteína NDV F (B1 Hitchner) aminoácido 

9 Promotor ILTV gD ácido nucleico 

10 Promotor ILTV gl ácido nucleico 

11 Promotor hCMV IE (truncado) ácido nucleico 

12 Promotor hCMV IE (cepa Towne) ácido nucleico 

13 Señal de poliadenilación sintética ácido nucleico 

14 Señal de poliadenilación HSV TK ácido nucleico 

15 Inserción IE-NDV F ácido nucleico 

16 Inserción ILTV ácido nucleico 

17 Inserción ILTV/IE-NDV ácido nucleico 
 20 
La presente invención puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, que se 
proporcionan como ejemplos ilustrativos de la presente invención. Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de 
ilustrar de manera más completa las realizaciones de la invención. 
 
Ejemplos 25 
 
Ejemplo 1 
 
CONSTRUCCIÓN DE VECTORES DE VIRUS RECOMBINANTES HTV/NDV/ILTV 
 30 
La capacidad de generar herpesvirus por cotransfección de fragmentos subgenómicos superpuestos clonados se 
demostró por primera vez para el virus de la pseudorabia [van Zijl et al., J. Virology 62: 2191-2195 (1988)]. Este 
procedimiento se empleó posteriormente para construir vectores HVT recombinantes [véase, el documento U.S. 
5.853.733, con respecto a la metodología divulgada sobre la construcción de vectores HVT recombinantes] y se usó 
para construir los vectores HVT/NDV/ILTV recombinantes de la presente invención. En este método, todo el genoma 35 
de HVT se clona en vectores bacterianos como varios fragmentos subgenómicos grandes superpuestos construidos 
utilizando técnicas de ADN recombinante convencionales[ Maniatis et al., (1982) Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1982); y Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989)]. Se obtuvo una biblioteca de cósmidos de la cepa 
FC126 de HVT a partir de ADN viral cizallado en el vector cósmido, pWE15 (Stratagene, ahora Agilent Technologies 40 
de Santa Clara, CA). Además, se aislaron varios fragmentos grandes de ADN genómico mediante digestión de 
restricción con la enzima, BamHI , y se clonaron en pWE15 o en el vector plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). 
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Como se describe en el documento US 5.853.733, la cotransfección de estos fragmentos en células de fibroblastos 
de embrión de pollo (CEF) da como resultado la regeneración del genoma de HVT mediada por recombinación 
homóloga a través de las regiones superpuestas de los fragmentos. Si una inserción se obtiene por ingeniería 
directamente en uno o más de los fragmentos subgenómicos antes de la cotransfección, este procedimiento da como 
resultado una alta frecuencia de virus que contienen la inserción. Se requieren cinco clones subgenómicos 5 
superpuestos para generar FC126 HTV, y sirvieron como base para crear todos los virus recombinantes 
HVT/NDV/ILTV. 
 
Construcción de HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1: La regeneración de cósmidos para HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1 se realizó 
esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US 10 
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la 
región US del genoma FC126 HVT, la región cubierta por el cósmido n.º 378-50 en el documento US 5.853.733, ahora 
se proporcionó a partir de tres plásmidos más pequeños: pSY640 y 556-60.6, y un plásmido de transferencia (1332-
47.A2), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresión ILTV/NDV en el locus del gen US2. 
 15 
El conjunto de siete construcciones linealizadas: 3 cósmidos y 4 plásmidos se transfectan todos juntos en CEF, usando 
un protocolo de transfección de CaCl2 convencional y la reserva de virus resultante se purificó en placa una vez. 
 
Construcción de HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1: La regeneración de cósmidos para HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1 se realizó 
esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US 20 
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la 
región Ul54.5 del genoma FC126 HVT, la región cubierta por el cósmido n.º 407-32.1C1 en el documento US 
5.853.733, ahora se proporcionó a partir de tres plásmidos más pequeños: 672-01.A40 y 672-07.C40, y un plásmido 
de transferencia (1332-29.4), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresión ILTV/NDV en el locus 
del gen UL54.5. 25 
 
El conjunto de siete construcciones linealizadas: 4 cósmidos y 3 plásmidos se transfectan todos juntos en CEF, usando 
un protocolo de transfección de CaCl2 convencional y la reserva de virus resultante se purificó en placa una vez. 
 
Construcción de HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1: La regeneración de cósmidos para HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1 se 30 
realizó esencialmente como se describe en el documento US 5.853.733 [por ejemplo, la Figura 8 del documento US 
5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente documento]. Para permitir integraciones en la 
región US del genoma FC126 HVT, la región cubierta por el cósmido n.º 378-50 en el documento US 5.853.733, ahora 
se proporcionó a partir de tres plásmidos más pequeños: pSY640 y 556-60.6, y un plásmido de transferencia (1317-
15.1-1), superpuesto a estos dos, y que contienen los casetes de expresión ILTV insertados en el locus del gen US2. 35 
La inserción en un segundo sitio dentro del genoma de FC126 HVT se realizó reemplazando la región UL cósmida n.º 
407-32.2C3 en el documento US 5.853.733 con el cósmido de transferencia (1196-05.1), que contiene el casete de 
expresión NDV insertado entre los genes HVT UL7 y UL8. 
 
El conjunto de siete construcciones: 1 cósmido sin cortar (1196-05.1), los 2 cósmidos linealizados restantes y 4 40 
plásmidos linealizados se transfectaron todos juntos en CEF, usando un protocolo de transfección de CaCl2 
convencional y la reserva de virus resultante se purificó en placa una vez. 
 
Descripción de los fragmentos subgenómicos para generar FC126HTV: 
 45 
CLON SUBGENÓMICO 407-32.2C3. El cósmido 407-32.2C3 contiene una región de aproximadamente 40.170 pares 
de bases de ADN de HVT genómico [extremo izquierdo-pos. 39.754; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866]. 
Esta región incluye fragmentos HVT BamHI F', L, P, N1, E, D y 2.092 pares de bases del fragmento B. 
 
CLON SUBGENÓMICO 172-07.BA2. El plásmido 172-07.BA2 contiene una región de 25.931 pares de bases de ADN 50 
de HVT genómico. Se construyó mediante la clonación del fragmento HVT BamHI B [pos. 37.663 a 63.593; Afonso et 
al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866] en el plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). 
 
CLON SUBGENÓMICO 407-32.5G6. El cósmido 407-32.5G6 contiene una región de 39.404 pares de bases de ADN 
de HVT genómico [pos. 61.852-101.255; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866]. Esta región incluye 55 
fragmentos HVT BamHI H, C, Q, K1, M, K2, más 1.742 pares de bases del fragmento B y 3.880 pares de bases del 
fragmento J. 
 
CLON SUBGENÓMICO 407-32.1C1. El cósmido 407-32.1C1 contiene una región de 37.444 pares de bases de ADN 
de HVT genómico [pos. 96.095-133.538; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866]. Esta región incluye 60 
fragmentos HVT BamHI J, G, I, F, O, más 1.281 pares de bases del fragmento K2 y 6.691 pares de bases del fragmento 
A. 
 
CLON SUBGENÓMICO 378-50. El cósmido 378-50 contiene una región de 28.897 pares de bases de ADN de HVT 
genómico [véase la Figura 8 del documento US 5.853.733; redibujado, al menos en parte, en la Figura 1, en el presente 65 
documento]. Se construyó mediante la clonación del fragmento HVT BamHI A [pos. 126848-155744; Afonso et al., 
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2001, supra; Acc. n.º AF291866] en el cósmido pWE15. 
 
Fragmentos de inserción adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1332-62.E1: 
 
CLON SUBGENÓMICO 1332-47.A2. El plásmido de inserción 1332-47.A2 contiene un fragmento EcoRI de 7311 pares 5 
de bases de la región corta única de HVT [pos. 136880-144190; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866], clonado 
en el plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). Insertado en un sitio StuI único dentro del gen US2 HVT [pos. 
140540/140541, Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866, entre los restos de aminoácidos 124 y 125] hay 2 
elementos: un fragmento Sa/I-HindIII de 3563 pares de bases de ILTV, cepa de desafío NVSL, lote n.º 83-2 [pos. 
10532-14094; Wild et al., Virus Genes 12: 104-116 (1996); Acc. n.º U28832], que codifica los genes de longitud 10 
completa para la glucoproteína D (gD) y la glicoproteína I (gI), más las regiones de codificación parcial de la 
glucoproteína E (aminoácidos 1-101) y ORF5 (aminoácidos 734-985); y un casete de expresión que consiste en el 
promotor HCMV IE, el NDV, la cepa de clone 30, el gen de fusión (F), seguido de una señal de poliadenilación sintética. 
Los genes ILTV gD, ILTV gI y NDV F se transcriben en la dirección opuesta en relación con el gen HVT US2. 
 15 
CLON SUBGENÓMICO pSY640. El plásmido pSY640 contiene una región de aproximadamente 13.600 pares de 
bases de ADN de HVT genómico [pos. 126848-140540; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866] procedente del 
fragmento A de BamHI. Para generar este plásmido, se clonó en la región del ADN ubicada corriente arriba del gen 
US2, que comienza en el sitio StuI ubicado en el gen US2 y que continúa hasta el final del fragmento BamHI A, en el 
plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). 20 
 
CLON SUBGENÓMICO 556-60.6. El plásmido 556-60.6 contiene una región de aproximadamente 12.500 pares de 
bases de ADN HVT genómico procedente del fragmento A de BamHI [pos. 143300 a pos. 155744 aproximado, Afonso 
et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866]. Para generar este plásmido, se clonó la región de ADN ubicada corriente abajo 
del gen US2 que comienza en el sitio StuI ubicado en el gen US2 y que continúa hasta el final del fragmento BamHI A 25 
en el plásmido pSP64 (Promega, Madison WI), y luego se trató con exonucleasa para "masticar" desde el sitio StuI 
de150 pb, y se volvió a clonar en el vector plásmido pBR322. 
 
Fragmentos de inserción adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1332-70.B1: 
 30 
CLON SUBGENÓMICO 1332-29.4 El plásmido 1332-29.4 contiene una región de 8.636 pares de bases de ADN de 
HVT genómico procedente de la región única larga [pos. 109489-118124; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º 
AF291866], clonado en un derivado del plásmido pNEB193 (AatII- PvuII eliminado). Está flanqueado por los sitios AscI 
e incluye los fragmentos BVHI HVT I, S, más 1337 pares de bases del fragmento G y 1177 pares de bases del 
fragmento F. Insertado en un sitio XhoI dentro del marco de lectura abierto HVT UL54.5 [pos. 111240/111241, Afonso 35 
et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866, entre los restos de aminoácidos 21 y 22] hay 2 elementos: un fragmento Sa/l-
HindIII de 3563 pares de bases de ILTV, cepa de desafío NVSL, lote n.º 83-2 [pos. 10532-14094; Wild et al. 1996, 
supra; Acc. n.º U28832], que codifica los genes de longitud completa para la glucoproteína D (gD) y la glicoproteína I 
(gI), más las regiones de codificación parcial de la glucoproteína E (aminoácidos 1-101) y ORF5 (aminoácidos 734-
985); y un casete de expresión que consiste en el promotor HCMV IE, el NDV, la cepa de clone 30, el gen de fusión 40 
(F), seguido de una señal de poliadenilación sintética. Los genes ILTV gD, ILTV gI y NDV F se transcriben en la 
dirección opuesta en relación con el gen HVT UL54.5. 
 
CLON SUBGENÓMICO 672-01.A40 El plásmido 672-01 A40 contiene una región de 14.731 pares de bases de ADN 
de HVT genómico procedente de la región única larga [pos. 96095-110825; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º 45 
AF291866], clonado en un derivado del plásmido pNEB193. Esta región incluye fragmentos HVT BamHI G, J y 1281 
pares de bases de K2. 
 
CLON SUBGENÓMICO 672-07.C40 El plásmido 672-07.C40 contiene una región de 12.520 pares de bases de ADN 
de HVT genómico procedente de la región única larga [pos. 116948-129467; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º 50 
AF291866], clonado en un derivado del plásmido pNEB193. Esta región incluye fragmentos HVT BamHI F, O y 2620 
pares de bases de A. 
 
Fragmentos de inserción adicional para generar HVT/NDV/ILTV 1317-46.A1-1: 
CLON SUBGENÓMICO 1196-05.1. El cósmido 1196-05.1 contiene una región de aproximadamente 40.170 pares de 55 
bases de ADN de HVT genómico [extremo izquierdo-pos. 39.754; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866] 
clonado en el cósmido pWE15. Esta región incluye fragmentos HVT BamHI F; L, P, N1, E, D y 2.092 pares de bases 
del fragmento B. Además, un casete de expresión que codifica el gen de fusión (F) del NDV, incluido el promotor 
HCMV IE y el HSV TK y elementos reguladores de la poliadenilación se insertó en una región no codificante entre los 
genes HVT UL7 y UL8 dentro del fragmento E de BamHI [pos. 20030-20035; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º 60 
AF291866]. El gen NDV F se transcribe en la misma dirección que el HVT UL7. 
 
CLON SUBGENÓMICO 1317-15.1-1. El plásmido 1317-15.1-1 contiene un fragmento EcoRI de 7311 pares de bases 
de la región corta única de HVT [pos. 136880-144190; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866], clonado en el 
plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). Además, un fragmento Sa/l-HindIII de 3563 pares de bases de ILTV, cepa 65 
de desafío NVSL, lote n.º 83-2 [pos. 10532-14094; Wild et al., 1996, supra; Acc. n.º U28832], que codifica los genes 
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de longitud completa para la glucoproteína D (gD) y la glicoproteína I (gI), más las regiones de codificación parcial de 
la glicoproteína E (aminoácidos 1-101) y ORF5 (aminoácidos 734-985) se clonaron en un sitio Stul único dentro del 
gen US2 HVT [pos. 140540/140541, Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866, entre los restos de aminoácidos 
124 y 125]. Los genes ILTV gD y gI y se transcriben en la dirección opuesta en relación con el gen HVT US2. 
 5 
CLON SUBGENÓMICO pSY640. El plásmido pSY640 contiene una región de aproximadamente 13.600 pares de 
bases de ADN de HVT genómico [pos. 126848-140540; Afonso et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866] procedente del 
fragmento A de BamHI. Para generar este plásmido, se clonó en la región del ADN ubicada corriente arriba del gen 
US2, que comienza en el sitio StuI ubicado en el gen US2 y que continúa hasta el final del fragmento BamHI A, en el 
plásmido pSP64 (Promega, Madison WI). 10 
 
CLON SUBGENÓMICO 556-60.6. El plásmido 556-60.6 contiene una región de aproximadamente 12.500 pares de 
bases de ADN HVT genómico procedente del fragmento A de BamHI [pos. 143300 a pos. 155744 aproximado, Afonso 
et al., 2001, supra; Acc. n.º AF291866]. Para generar este plásmido, se clonó la región de ADN ubicada corriente abajo 
del gen US2 que comienza en el sitio StuI ubicado en el gen US2 y que continúa hasta el final del fragmento BamHI A 15 
en el plásmido pSP64 (Promega, Madison WI), y luego se trató con exonucleasa para "masticar" desde el sitio StuI 
de150 pb, y se volvió a clonar en el vector plásmido pBR322. 
 
Protocolo de transfección de CaCl2 convencional: Los CEF secundarios se siembran en placas de cultivo de 6 pocillos 
y se incubaron a 38 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas y se forman monocapas confluentes. Para cada pocillo se 20 
mezclo una cantidad total de 0,25 μg de ADN de cósmidos y plásmidos en tampón Hepes y se añadió CaCl2 125 mM 
gota a gota hasta que la precipitación fue inminente. Esta mezcla se añadió a la monocapa de células CEF y se incubó 
durante 2 a 3 horas. Se eliminó el sobrenadante y se añadió una capa de glicerol al 15 %, y se mantuvo en las células 
durante 1 minuto. Luego, esto se eliminó, se lavó con PBS y se añadió medio de cultivo fresco y las células se 
incubaron durante 5 días. A continuación, las células se recogieron mediante tripsinización y las células de las placas 25 
individuales se sembraron cada una en monocapas nuevas de células CEF en placas de 10 cm y se incubaron hasta 
alcanzar un 50-90 % de CPE. A continuación, las células transfectadas amplificadas se recogieron mediante 
tripsinización y diluciones de 10-2 a 10-4 se colocaron en placas de 10 cm con monocapas de CEF y se incubaron. Al 
día siguiente, las placas se cubrieron con agar y se aislaron varias placas individuales de HVT/NDV/ILTV y se 
amplificaron en CEF. 30 
 
Ejemplo 2 
 
LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DÍA CONTRA EL DESAFÍO 
DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA 35 
 
Dos vacunas, una que comprendía HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 y la otra, que comprendía 1332-70B1, se evaluaron 
para determinar su eficacia en la protección de pollos de un desafío del virus de la laringotraqueitis infecciosa. 
HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 es un rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de ácido nucleico 
de la SEQ ID NO: 17 insertada en el sitio de US2 (véase, el Ejemplo 1 anterior). HVT/NDV/ILTV-1332-70B1 es un 40 
rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 17 insertada 
en el sitio de UL54.5 (véase, el Ejemplo 1 anterior). 
 
Las preparaciones de vacuna para ambas reservas de virus se prepararon a partir de reservas que se pasaban a 
través de células de cultivo de tejido de fibroblastos de embrión de pollo, al menos 8 veces, y se preparó una 45 
preparación adicional de 11 pasadas de cultivo de tejido y se probó para 1332-62E1. 
 
Las vacunas se administraron a pollitos recién nacidos, libres de antígeno específico (SPF) por vía subcutánea. Las 
aves fueron desafiadas a las cuatro semanas de edad con el virus virulento de desafío ILTV por vía intratraqueal y se 
observaron durante 10 días en busca de signos clínicos de la enfermedad. La incidencia de la enfermedad en estos 50 
pollitos se comparó con los controles que recibieron una vacuna comercial recombinante HVT/ILTV (Innovax®-ILT, de 
Merck Animal Health) o ninguna vacuna. El Código Federal de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las 
aves de control no vacunadas muestren signos clínicos para que una prueba sea válida, y al menos el 90 % de las 
aves vacunadas deben permanecer libres de signos clínicos para que se considere que proporcionan protección 
satisfactoria. Los resultados de este estudio se proporcionan en la Tabla 1 a continuación. Ambas vacunas 55 
recombinantes duales proporcionaron protección contra un desafío de ILTV virulento. 
 

Tabla 1 
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafío de ILTV virulento 

Grupo Vacuna Dosis* 
Signos 

clínicos** 
Mortalidad** 

Resultados clínicos y de 
necropsia** 

% de 
protección 

1 
1332-62. E 8 

pasadas 
2170 1/36 1/36 1/36 = 2,8 % 97,2 % 

2 1332-62. E 11 1409 0/36 0/36 0/36 = 0 % 100 % 
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pasadas 

3 
1332-70. B 8 
pasadas 

2483 3/36 2/36 3/36 = 8,3 % 91,7 % 

4 Innovax®-ILT 2200 0/24 0/24 0/24 = 0 % 100 % 

5a Controles desafiados NA 10/10 9/10 10/10 = 100 % 0 % 

5b 
Controles no 
desafiados 

NA 0/10 0/10 0/10 NA 

*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis de 0,2 ml. 
**Los resultados se dan como el número de aves positivas por número total de aves (n.º de positivos/total). 

 
Ejemplo 3 
 
LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DÍA CONTRA EL DESAFÍO 
DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE 5 
 
Los pollitos libres de antígeno específico (SPF) de un día o los embriones de 19 días se vacunaron con una vacuna 
recombinante, HVT/NDV/ILTV-1332-62E1, nivel de pasadas de cultivo de tejidos 11, o una vacuna comercial 
recombinante HVT/NDV (Innovax®-ND, comercializada por Merck Animal Health) y luego se desafiaron a las cuatro 
semanas de edad con el virus de desafío virulento de la enfermedad de Newcastle (ND), cepa Texas-GB, por vía 10 
intramuscular. Después de un período de observación de 14 días, en los que las aves fueron puntuadas por signos 
clínicos de la enfermedad de Newcastle, la incidencia de la enfermedad en cada grupo de pollitos se comparó con los 
controles no vacunados. El Código Federal de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las aves de control 
no vacunadas muestren signos clínicos para que una prueba sea válida, y al menos el 90 % de las aves vacunadas 
deben permanecer libres de signos clínicos para que se considere que una vacuna proporciona una protección 15 
satisfactoria. Los resultados de este estudio indican que la vacuna HVT/NDV/ILTV 1332-62E1 recombinante 
proporcionó una protección satisfactoria contra ND por ambas vías de administración. 
 

Tabla 2 
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafío de NDV virulento 

Grupo Vacuna Dosis* Vía 
N.º de 
aves 

Signos clínicos Mortalidad** 
% de 

protección 

1a 
1332-62. E 11 

pasadas 
2160 in ovo 31 0/31 = 0 % 0/31 = 0 % 100 % 

1b 
1332-62. E 11 

pasadas 
2010 SC 31 0/31 = 0 % 0/31 = 0 % 100 % 

2a Innovax®-ND 2046 in ovo 32 3/32 = 9,4 % 2/31 = 6,3 % 90,6 % 

2b Innovax®-ND 1872 SC 32 1/32 = 3 % 1/32 = 3 % 96,9 % 

3 Diluyente de Marek NA SC 12 12/12 = 100 % 12/12 = 100 % 0 % 

*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis (dosis de 0,2 ml/SC, dosis de 0,1 
ml/in ovo). 
**Los resultados se dan como el número de aves positivas por número total de aves (n.º de positivos/total). 

 20 
Ejemplo 4 
 
LA VACUNA RECOMBINANTE HVT/ND/ILTV PROTEGE A LOS POLLITOS DE UN DÍA CONTRA EL DESAFÍO 
DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA Y EL DESAFÍO DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE 
NEWCASTLE 25 
 
Una vacuna, HVT/NDV/ILT-1317-46.1-1, se evaluó para determinar su eficacia en la protección de pollos contra el 
desafío del virus de la laringotraqueitis infecciosa o el desafío del virus de la enfermedad de Newcastle. 
HVT/NDV/ILTV-1317-46.1-1 es un rHVT en el que la estructura FC126 HVT comprende la secuencia de ácido nucleico 
de la SEQ ID NO: 16 insertada en el sitio de US2 y la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 15 insertada en 30 
el sitio UL7/8, es decir, entre los genes UL7 y UL8 de HVT, (véase, el Ejemplo 1 a continuación). La preparación de la 
vacuna se preparó a partir de una reserva que se pasaba a través de células de cultivo de tejido de fibroblastos de 
embrión de pollito 15 veces. 
 
Las vacunas se administraron a pollitos recién nacidos, libres de antígeno específico (SPF) por vía subcutánea. Las 35 
aves fueron luego desafiadas a las cuatro semanas de edad con el virus de desafío virulento de la laringotraqueitis 
infecciosa por vía intratraqueal y se observaron durante 10 días en busca de signos clínicos de la enfermedad, o se 
desafiaron con el virus virulento de la enfermedad de Newcastle, cepa Texas-GB, por vía intramuscular y se 
observaron durante 14 días. La incidencia de la enfermedad en estos pollitos se comparó con los controles que 
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recibieron una vacuna comercial recombinante HVT/ILTV , una vacuna HVT/ND o ninguna vacuna. El Código Federal 
de Registro (9CFR) requiere que al menos el 80 % de las aves de control no vacunadas muestren signos clínicos para 
que una prueba sea válida, y al menos el 90 % de las aves vacunadas deben permanecer libres de signos clínicos 
para que se considere que proporcionan protección satisfactoria. Los resultados de este estudio se proporcionan en 
la Tabla 3 a continuación. La vacuna HVT/NDV/ILT proporcionó una protección satisfactoria contra el desafío de NDV. 5 
Sin embargo, en este estudio preliminar, la protección proporcionada por esta construcción contra un desafío virulento 
de ILTV no alcanzó los requisitos federales, sí brindó una protección sustancial. 
 

Tabla 3 
Eficacia de la vacuna multivalente HVT/NDV/ILTV contra un desafío de NDV y ILTV virulento 

Grupo de 
tratamiento 

Dosis* 
N.º de 
aves 

Resultados después del desafío 

ILT NDV 

N.º de 
positivos/total** 

% de 
protección 

N.º de 
positivos/total** 

% de 
protección 

HVT/NDV/ILT 
1317-46 (p15) 

1356 20 4/20 = 20 % 80% 0/19 = 0 % 100 % 

Innovax®-ILT 1740 20 1/20 = 5 % 95 % ----- ----- 

Innovax®-ND 1836 20 ----- ----- 0/20 = 0 % 100 % 

Placebo NA 10 10/10 = 100 % 0 % 8/8 = 100 % 0 % 

*La dosis se describe como unidades formadoras de placa (ufp)/volumen de dosis de 0,2 ml. **Los resultados se dan 
como el número de aves positivas (signos clínicos y mortalidad) por número total de aves (n.º de positivos/total). 

 10 
Ejemplo 5 
 
HVT/ND/ILTV RECOMBINANTE EN COMBINACIÓN CON LA ENFERMEDAD DE LA BOLSA 89/03 EN UNA 
VACUNA CONTRA UN VIRUS DE LA ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BOLSA 
 15 
Los grupos de pollos de un día (SPF Leghorn) se inocularon con HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 combinado con la vacuna 
IBDV 89/03 en el momento de su uso. Un grupo separado de pollitos fueron vacunados con solo la vacuna contra el 
IBDV a 3,5 log10TCID50 por dosis. Los pollos fueron desafiados a las 4 semanas de edad con la variante de desafío 
E IBDV. A los 10 días posteriores al desafío, las aves se sometieron a eutanasia y se examinaron para determinar su 
peso corporal/bolsa y lesiones graves consecuentes con la enfermedad de la bolsa. Los resultados se analizaron para 20 
determinar su aceptabilidad según los requisitos aplicables de 9CFR 113.331. 
 
IBDV 89/03 es un producto con licencia que se usa en la industria avícola para proteger las aves contra las cepas 
clásicas y variantes del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa. La dosis objetivo para la vacuna contra el IBDV 
89/03 fue de 3,5 log-io TCID50 por dosis de 0,2 ml. La dosis objetivo para HVT/NDV/ILT fue de 3000 UPF por dosis 25 
de 0,2 ml. Para lograr las dosis objetivo en el volumen final del diluyente de la vacuna, la vacuna HVT/NDV/ILTV-1332-
62E1 se diluyó para contener 6000 UPF en 0,2 ml, que es el doble de la dosis objetivo. La vacuna 89/03 se diluyó para 
contener 3,8 log10 TCID50, que es el doble de la dosis objetivo. Para el grupo 1, la vacuna combinada se preparó 
combinando volúmenes iguales de la vacuna HVT/NDV/ILTV-1332-62E1 y la vacuna 89/03. Para el grupo 2, que 
recibió solo la vacuna 89/03, se añadió un volumen igual de diluyente. Los pollos de un día en cada grupo de 30 
tratamiento recibieron 0,2 ml de la vacuna respectiva o placebo por vía subcutánea (SC) (véase la Tabla 4). 
 

Tabla 4 
DISEÑO EXPERIMENTAL 

Grupo N.º Vacuna Dosis HVT- (89/03) Variante E IBDV 

Desafío Necropsia 

Edad N.º de 
aves 

 

1 45 HVT/NDV/ILT + 89/03 3000- (3,5 log10 
TCID50) 

4 
semanas 

≥40 10 días después del 
desafío 

2 45 89/03 NA- (3,5 log10 
TCID50) 

4 
semanas 

≥40 10 días después del 
desafío 

3 45 Controles desafiados con 
placebo 

--- 4 
semanas 

≥40 10 días después del 
desafío 

4 30 Controles sin desafío de 
placebo 

--- --- ≥25 10 días después del 
desafío 

 
Al eclosionar, los pollitos en cada uno de los grupos de tratamiento de vacunas se marcaron con un conjunto de 35 
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números de etiquetas aleatorios asignados mediante el programa de aleatorización de EXCEL. Además, las aves 
extraídas de cada corral a los 7 días posteriores al desafío para el examen histológico de las bolsas se determinaron 
al azar mediante el programa de aleatorización de EXCEL. 
 
Los pollitos fueron desafiados a las cuatro semanas de edad con el virus de desafío de la variante E IBDV. Cada pollo 5 
recibió 0,06 ml que contienen aproximadamente 102,2 de EID50 por dosis mediante gotas para los ojos. A los siete 
días posteriores al desafío, se eliminaron 6-9 aves de cada grupo para la evaluación histológica de las bolsas 
individuales (véase la Tabla 5). Las muestras de bolsa se recolectaron de cada pollo desafiado con cuidado para 
recolectar el tejido que no había sido aplastado o apretado por las pinzas. La muestra de tejido se colocó en un 
recipiente individual de formalina al 10 %. 10 
 
La bolsa de cada pollo desafiado con el virus IBD-Var E se registró como negativa o positiva para atrofia bursal, 
lesiones macroscópicas totales y/o agotamiento de linfocitos según lo determinado por el examen histológico. Las 
lesiones de bolsa incluyeron hemorragia macroscópica, edema/exudados, color crema/amarillo, estrías o atrofia grave. 
La atrofia de bolsa se midió pesando individualmente cada pollo al gramo más cercano. Las bolsas se pesaron 15 
individualmente a la centésima de gramo más cercana. Se calcularon las relaciones de peso corporal/bolsa para cada 
ave que empleaba la fórmula, relación PB/PC: (Peso de la bolsa ÷ entre el peso corporal) x 1000. Una relación de 
peso de bolsa a peso corporal de más de 2 desviaciones estándar del control desafiado se considera negativa y 
protectora de la enfermedad de la bolsa infecciosa. Los resultados de este estudio mostraron que los grupos de 
tratamiento de vacunas 1 y 2 eran negativos para IBD (es decir, no eran estadísticamente diferentes del control sin 20 
desafío con placebo) lo que indica que ambas vacunas fueron eficaces y que demuestra además que no hubo 
interferencia de la protección proporcionada por la cepa 89/03 de la vacuna contra el desafío del IBDV debido a la 
construcción HVT/NDV/ILT recombinante que también está presente en la vacuna multivalente (véase la Tabla 5). 
 

Tabla 5 25 
Día 7 DATOS DE NECROPSIA PARA EL DESAFÍO DE LA VARIANTE E IBDV 

Grupo N.º Vacuna Relación PB/PC media de la bolsa 

1 9 HVT/NDV/ILT + 89/03 5,464 

2 9 89/03 5,715 

3 9 Controles desafiados con placebo 1,874 (DE+0,641)** 

4 6 Controles sin desafío de placebo 5,838 

** 2 DE del control es estadísticamente diferente. 
 
Ejemplo 6 
 
SECUENCIAS 
 30 
Las siguientes secuencias se han usado en las construcciones a modo de ejemplo de rHVT. Las secuencias de 
codificación proporcionadas a continuación incluyen codones de parada individuales, que pueden reemplazarse 
fácilmente con codones de parada alternativos sin modificar las propiedades de los antígenos de proteína que codifican 
las secuencias de codificación. 
 35 
Glicoproteína ILTV gD, secuencia de codificación (SEQ ID NO: 1) 
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Glicoproteína ILTV gD (SEQ ID NO: 2) 
 

 5 
 

Glicoproteína ILTV gl, secuencia de codificación (SEQ ID NO: 3) 
 

 
 10 

Glicoproteína ILTV gl (SEQ ID NO: 4) 
 

 
 

  15 
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Proteína NDV F, secuencia de codificación (SEQ ID NO: 5): clone 30 
 

 
 

Proteína NDV F (SEQ ID NO: 6): clone 30 5 
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Proteína NDV F, secuencia de codificación (SEQ ID NO: 7): (B1 Hitchner) 
 

 
 

 5 
 

Proteína NDV F (SEQ ID NO: 8): (B1 Hitchner) 
 

 
 10 

Promotor ILTV gD (SEQ ID NO: 9) 
 

 
 

  15 

E12775246
29-11-2018ES 2 700 243 T3

 



23 

Promotor ILTV gl (SEQ ID NO: 10) 
 

 
 

Promotor hCMV IE (SEQ ID NO: 11): (truncado) 5 
 

 
 

Promotor hCMV IE (SEQ ID NO: 12): (Cepa Towne) 
 10 

 
 

 
 

Señal de poliadenilación sintética (SEQ ID NO: 13) 15 
 

 
 

Señal de poliadenilación HSV TK (SEQ ID NO: 14) 
 20 
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Inserción de casete IE-NDV F (virus 1317-46) (SEQ ID NO: 15): (3593 pb) 
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Secuencia de inserción de ILTV (SEQ ID NO: 16) (fragmento SalI - HindIII de 3563 bp): 
 

 5 
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Inserción de casete de expresión dual (SEQ ID NO: 17): 5920 pb 
 

 5 
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El alcance de la presente invención no debe limitarse a las realizaciones específicas descritas en el presente 
documento. De hecho, diversas modificaciones de la invención, además de las descritas en el presente documento, 
serán evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripción anterior. En el sentido más amplio, la invención 5 
es como se define en las reivindicaciones adjuntas. 
 
Se entiende además que todos los tamaños de bases o los tamaños de aminoácidos, y todos los valores de pesos 
moleculares o masas moleculares, proporcionados para los ácidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se 
proporcionas para la descripción. 10 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 
 

<110> Intervet International BV Cook, Stephanie Morsey, Mohamad Petersen, Gary Sondermeijer, Paulus JA 
 15 

<120>CONSTRUCCIONES DEL VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE MAREK RECOMBINANTES NO 
PATÓGENAS QUE CODIFICAN ANTÍGENOS DEL VIRUS DE LA LARINGOTRAQUEITIS INFECCIOSA Y DEL 
VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE 

 
<130> 2011.029-US-PCT 20 

 
<150> 61/549.844 
<151> 21/10/2011 

 
<160> 17 25 

 
<170> PatentIn versión 3.5 

 
<210> 1 
<211> 1305 30 
<212> ADN 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 

 
<400> 1 

 35 
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<210> 2 5 
<211> 434 
<212> PRT 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 

 
<400> 2 10 
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<210> 3 
<211> 1089 
<212> ADN 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 

 5 
<400> 3 

 

 
 

<210> 4 10 
<211> 362 
<212> PRT 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 

 
<400> 4 15 
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<210> 5 
<211> 1662 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la enfermedad de Newcastle 

 
<400> 5 

 

 10 
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<210> 6 
<211> 553 5 
<212> PRT 
<213> Virus de la enfermedad de Newcastle 

 
<400> 6 

 10 
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<210> 7 
<211> 1698 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la enfermedad de Newcastle 

 
<400> 7 

 

 10 
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<210> 8 
<211> 565 
<212> PRT 5 
<213> Virus de la enfermedad de Newcastle 

 
<400> 8 

 

 10 
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<210> 9 
<211> 527 
<212> ADN 5 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 

 
<400> 9 

 

 10 
 

<210> 10 
<211> 264 
<212> ADN 
<213> Virus de la laringotraqueitis infecciosa 15 

 
<400> 10 

 

 
 20 

<210> 11 
<211> 360 
<212> ADN 
<213> Citomegalovirus humano 

 25 
<400> 11 

 

 
 

 30 
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<210> 12 
<211> 1191 
<212> ADN 
<213> Citomegalovirus humano 

 5 
<400> 12 

 

 
 

<210> 13 10 
<211> 281 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 

 
<220><223> Secuencia sintética 15 

 
<400> 13 

 

 
 20 
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<210> 14 
<211> 523 
<212> ADN 5 
<213> virus del herpes simple 

 
<400> 14 

 

 10 
 

<210> 15 
<211> 3593 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 

 
<220><223> Inserción de casete de expresión 

 
<400> 15 

 20 
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<210> 16 
<211> 3569 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220><223> Inserción de casete de expresión 

 
<400> 16 10 
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<210> 17 
<211> 5921 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 

 
<220><223> Inserción de casete de expresión 

 
<400> 17 10 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un virus de la enfermedad de Marek no patógeno (rMDVnp) que comprende un primer ácido nucleico insertado en 
un primer sitio no esencial en el genoma de rMDVnp y un segundo ácido nucleico insertado en un segundo sitio no 
esencial en el genoma de rMDVnp; 5 
en donde el primer ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína gD del virus de 
la laringotraqueitis infecciosa (ILTV) y una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína ILTV gl; 
en donde segundo ácido nucleico comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una proteína de fusión del 
virus de la enfermedad de Newcastle (NDV F); 
en donde el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio US2 o el sitio UL54.5, o como alternativa, 10 
el primer sitio no esencial es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial está entre los genes UL7 y UL8; y en donde el 
rMDVnp es un herpesvirus recombinante de pavos (rHVT). 
 
2. El rHVT de la reivindicación 1, en el que el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio US2. 
 15 
3. El rHVT de la reivindicación 1, en el que el primer sitio no esencial y el segundo sitio no esencial son el sitio UL54.5. 
 
4. El rHVT de la reivindicación 1, en el que el primer sitio no esencial es el sitio US2 y el segundo sitio no esencial está 
entre los genes UL7 y UL8. 
 20 
5. El rHVT de las reivindicaciones 1-4, en el que la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gD de ILTV está 
operativamente bajo el control de un primer promotor, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína gI de ILTV 
está operativamente bajo el control de un segundo promotor y la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína F 
de NDV está operativamente bajo el control de un tercer promotor. 
 25 
6. El rHVT de la reivindicación 5, en el que el primer promotor es el promotor ILTV gD endógeno, el segundo promotor 
en el promotor ILTV gl endógeno y el tercer promotor es el promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano 
(hCMV IE). 
 
7. Una vacuna que comprende el rHTV de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6. 30 
 
8. La vacuna de la reivindicación 7, que comprende además un virus de la enfermedad de la bolsa infecciosa vivo 
moderado (IBDV). 
 
9. La vacuna de la reivindicación 8, en la que el IBDV vivo moderado es la cepa 89/03. 35 
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