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DESCRIPCION
Vacunas contra bronquitis infecciosa derivadas de cepas similares a QX-Bl
Campo

La presente invencion se refiere al campo de vacunas contra enfermedades infecciosas aviares. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a nuevas vacunas contra el virus de la bronquitis infecciosa (Bl).

Antecedentes

El virus de la bronquitis infecciosa (Bl) es un coronavirus que causa enfermedades respiratorias en aves de corral
domésticas (por ejemplo, pollos). Los sintomas de la enfermedad de la Bl incluyen, por ejemplo, insuficiencia
respiratoria, reduccion de peso, reduccidon en la produccién de huevos, aumento en la frecuencia de huevos
anomalos e indices de mortalidad aumentados.

Se han identificado varios genotipos y serotipos diferentes de los virus de la Bl. La genotipificacion de los virus de la
Bl se consigue generalmente por secuenciacion de todo o parte del gen que codifica la proteina S1 (espiga) del
virus. La proteina S1 es el producto de escisiéon N-terminal de una glicoproteina S mas larga codificada por el
genoma de los virus de la Bl. El producto de escision C-terminal de la glicoproteina S recibe el nombre de proteina
S2. La proteina S1 se encarga de la union celular y es un determinante antigénico principal para los virus de la Bl.
Los genotipos ejemplares (o "cepas") de los virus de la Bl incluyen 793B, Massachusetts, Italy02, D274, Arkansas,
B1648 y D1466. (Véase, por ejemplo, Worthington y col. (junio del 2008), Avian Pathology 37:247-257).

A finales de los 90, se identificé por primera vez en China un nuevo genotipo del virus de la Bl, denominado "QX"
(denominado también "QXVBI"). (Véase Liu y col. Avian Pathology, vol. 33, n.° 3, 1 de junio de 2004 (01-06-2004),
paginas 321-327, Archives of Virology 151:1133-1148 (2006)). Desde la identificacion del genotipo QX original, se
han identificado en todo el mundo numerosos genotipos del virus de la Bl con un elevado grado de
similitud/identidad con QX a nivel de la secuencia nucledtidos de S1. Estos virus “similares a QX-BI” (como se
definen adicionalmente en el presente documento) se han identificado, por ejemplo, en Francia, Alemania, Paises
Bajos, Bélgica, Reino Unido, Italia y Polonia.

Evidentemente, los virus similares a QX-BI plantean una grave amenaza en la industria de las aves de corral. A
pesar de la rapida aparicion significativa de este tipo de virus de la Bl hasta ahora ninguna vacuna especifica contra
los virus similares a QX-BI habia estado disponible o se habia descrito en la técnica. Se han desvelado derivados de
Bl atenuados y vacunas, véase Liu y col. Avian Pathology, vol. 36, n.° 3, junio de 2007 (2007-06), paginas 231-234;
Huang y col. Vaccine, vol. 24, n.° 6, 6 de febrero de 2006 (2006-02-06), paginas 785-791; Huang y col., Avian
Pathology, vol. 36, n.° 1, febrero de 2007 (2007-02), paginas 59-67; Bijlenga y col., Avian Pathology, vol. 33, n.° 6, 1
de diciembre de 2004 y el documento US 2008/026449A1.Se ha descubierto que las vacunas contra la Bl
comercialmente disponibles (cepas vivas, atenuadas) son ineficaces en cuanto a la proteccion de pollos contra virus
similares a QX-Bl. Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de nuevas composiciones de vacunas y
procedimientos de vacunacion que proporcionen proteccion especifica frente a virus QX-BI y similares a QX-BI.

Breve sumario de la invenciéon

La presente invencion satisface la necesidad en la técnica mencionada anteriormente al proporcionar una
composicion de vacuna que comprende: (i) un virus de la bronquitis infecciosa (BI) vivo y atenuado aislado derivado
de un virus similar a QX-BlI, seleccionandose dicho virus atenuado aislado de las cepas denominadas VSM65 L1148
QX BI que se depositd en la Coleccion Europea de Cultivos de Células (CECC, forma siglada del inglés European
collection of authenticated cell cultures) con el N.° de acceso provisional 09061002, VSM80 L1148A QX BI que se
deposité en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061004, VSM65 x+5 L1148A QX Bl que se depositd en la
CECC con el N.° de acceso provisional 09061003 o VSM80 x+5 L1148A QX BI que se deposité en la CECC con el
numero de acceso provisional 09061001; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto de la presente invencion, la composicién de vacuna descrita anteriormente se proporciona para su
uso en la vacunacion de un ave contra la bronquitis infecciosa (Bl). En otro aspecto de la presente invencion, la
composicion de vacuna descrita anteriormente se proporciona para su uso en la proteccién de un hospedador aviar,
preferentemente un pollo, frente a un virus similar a QX de la bronquitis infecciosa (BlI).

Los virus BI son dutiles, entre otros, como componentes antigénicos en composiciones de vacuna que protegen
contra la infeccion por virus QX-Bl y similares a QX-BI. La invencién incluye versiones vivas atenuadas de virus
similares a QX-BI seleccionados de las cepas denominadas VSM65 L1148 QX Bl que se depositd en la Coleccion
Europea de Cultivos de Células (CECC) con el N.° de acceso provisional 09061002, VSM80 L1148A QX BI que se
depositd en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061004, VSM65 x+5 L1148A QX Bl que se depositd en la
CECC con el N.° de acceso provisional 09061003 o VSM80 x+5 L1148A QX BI que se depositdé en la CECC con el
N.° de acceso provisional 09061001. Dichas cepas vivas, atenuadas pueden producirse, por ejemplo, realizando
pases en serie de virus similares a QX-Bl hasta obtener la atenuacién adecuada. También se describen en el
presente documento versiones inactivadas de virus similares a QX-BI. Los virus similares a QX-BI para su uso en
vacunas pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de cepas depositadas de virus similares a QX-BI, casos de campo

2



10

15

20

ES 2702 089 T3

de infeccion por virus similares a QX-BI o por construccion de virus de la Bl recombinantes que expresan segmentos
de genes definidos, predeterminados tal como una secuencia del gen de S1 en particular.

La presente invencion también proporciona la composicién de vacuna de la invencién para su uso en la vacunacion
de un ave contra la bronquitis infecciosa, administrando al ave la composicién de vacuna que comprende cepas
vivas, atenuadas de virus similares a QX-BI.

La presente invencion también proporciona una o mas de las cepas denominadas VSM65 L1148 QX BI (que se
depositdé en la Coleccion Europea de Cultivos de Células (CECC) con el N.° de acceso provisional 09061002),
VSMB80 L1148A QX BI (que se deposité en la CECC bajo N.° de acceso provisional 09061004), VSM65 x+5 L1148A
QX BI (que se depositd en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061003) o VSM80 x+5 L1148A QX Bl (que
se deposité en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061001 ) para su uso en la proteccion de un hospedador
aviar, preferentemente un pollo, frente a un virus similar a QX de la bronquitis infecciosa (BlI).

Breve descripcion de los dibujos

Ninguna

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento, la expresion "virus similares a QX-BI” significa cualquier virus con una
proteina S1 codificada por una secuencia de nucledtidos que tiene al menos una identidad del 95 % con la
secuencia nucleotidos que codifica la proteina S1 de la cepa QX-BI original. La secuencia de nucledtidos que
codifica la proteina S1 de la cepa QX-BI original se representa por la SEQ ID NO: 1 (véase Tabla 1) y esta disponible
con el n° de acceso AF193423 de Genbank del CNIB.

Tabla 1: Secuencia de Nucleédtidos del Gen S1 de la Cepa QX-BI

atgttggggaagtcactgtttttagtgaccatttigtgtgcactatgtagtgcaaatttgticgattctgctaataattatgtgt
actactaccaaagtgcctttaggcctccaaatggatggcatttgcaagggggtgcttatgcagtagtgaattccactaa
ttatagtaataatgcaggttctgcacctcagtgcactgttggtgttattaaggacgtctataatcaaagtgcggcttctata
gctatgacagcacctcttcagggtatggcttggtctaagtcacaattttgtagtgcacactgtaacttttctgaaattacag
tttttgtcacacattgttatagtagtggtagcgggtcttgtcctataacaggcatgattccacgtgatcatattcgtatttctg
caatgaaaaatggttctttattttataatttaacagttagcgtatctaaataccctaattttaaatcttticaatgtgttaacaa
cttcacatctgtttatttaaatggtgatctigtttttacttccaacaaaactactgatgttacgtcagcaggtgtgtattttaaa
gcaggtggacctgtaaattataatattatgaaagaatttaaggttcttgcttacttigttaatggtacagcacaagatgta
attttgtgcgataattcccccaagggtttgctagectgtcaatataacactggcaatttttcagatggcttttatccttttacta

atagtactttagttagggaaaagttcattgtctatcgcgaaagtagtgttaatactactctggegttaactaatttcactttta
ctaatgtaagtaatgcacagcctaatagtggtggtgttaatacttttcatttatatcaaacacaaacagctcagagtggtt
attataattttaatttgtcatttctgagtcagtttgtgtataaggcaagtgattttatgtatgggtcttaccaccctagttgttcttt
tagaccagaaaccattaatagtggtttgtggtttaattccttgtcagtttctcttacttatggaccectacagggagggtgt
aagcaatctgttittagtggtaaggcaacgtgttgttatgectactcttataatggcccaagggceatgtaaaggtgtttatt
caggtgaattaagcatgaattttgaatgtggatigctggtttatgttactaagagtcatggctctcgtatacagactagaa
cggagcccttagtattaacgcaacacaattataataatattactttagataagtgtgtigcttataatatatatggcagag
taggccaaggttttattactaatgtgactgatictgctgctaattttagttatttagcagatggtgggttagctattttagatac
gtcgggtgccatagatgttitigttgtaaagggcagctatggtcttaattattacaaggttaatcctigtgaagatgttaac
caacagtttgtagtgtctggtggcaatatagttggcattcttacttctagaaatgaaacaggttctgaacaggtigagaa
ccagttttatgttaagttaaccaatagctcacatcgtcgcaggcegttctattggccaaaacgtaacaacttgcccttatgt
ta (SEQ ID NO:1)
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Por lo tanto, cualquier virus con una proteina S1 codificada por una secuencia nucleétidos que tiene al menos una
identidad del 95 % con la SEQ ID NO: 1 es un virus "similar a QX-BI" para los fines de la presente invencion.
Ejemplos de virus similares a QX-Bl se exponen en Worthington y col. (junio 2008), Avian Pathology 37:247-257,
incluyendo los genotipos de virus de la Bl denominados L-1148 (denominado también en Worthingtone y col "NL/L-
1148/04"), 1449-2 (denominado también en Worthington y col "NL/L-1449K/04"), 1449-10 (denominado también en
Worthington y col "NL/L-1449T/04"), y Roberton (denominado también en Worthington y col, FR/L-1450T/05). En la
siguiente Tabla 2 se exponen cepas ejemplares similares a QX-BI de las que pueden derivar los virus de la Bl de la
presente invencion. Para fines de la presente invencion, la expresion virus similares a QX-BI incluye, entre otros, los
virus QX originales de la BI.

Tabla 2: Virus ejemplares similares a QX-BI

Denominacion del Virus N° de Referencia de Genbank del CNBI (Gen S1)
NL/L-1148/04 (L-1148) DQ431199
NL/L-1449K/04 (1449-2) EF079115
NL/L-1449T/04(1449-10) EF079116
FR/L-1450L/05 (Roberton) EF079117
FR/L-1450T/05 EF079118
K10217-03 AY790363
1S/1201 DQ400359
K1255-03 AY790364
K3-3 AY790367
CK/CH/LSD/031 DQ167148
CK/CH/LLN/981 DQ167145
QX AF193423
Ls2 AY278246
A2 AY043312
HBN DQO070837
NMC DQ973113
IBVQ DQ480155
SH DQ480156
CK/CH/LXJ/021 DQ167152
LX4 AY 189157
CK/CH/LSHH/031 DQ 167149
CK/CH/LJL/041 DQ 167144
CK/CH/LHLJ/04XI DQ 167140
CK/CH/LSHH/03lII DQ 167150
CK/CH/LHLJ/04V DQ 167139
CK/CH/LHLJ/991 DQ167142
DB03 AB274271
LH2 AY 180958
CK/CH/LHLJ/07V EU563943
CK/CH/LHLJ/07I EU563942
HHO6 EF577030
WF DQ480151

Ademas de la comparacion de secuencia de la secuencia que codifica a S1, para identificar virus similares a QX-BI,
pueden usarse otros procedimientos. Dichos procedimientos pueden usarse, por ejemplo, como seleccionadores
preliminares para identificar virus candidatos similares a QX-Bl de un gran conjunto de muestras virales. Si mediante
uno de estos seleccionadores preliminares se detecta un virus positivo que es similar a QX-BI, el genotipo de este
virus puede confirmarse después por secuenciacion y comparacion génica de nucleétidos de S1, como se describe
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en cualquier sitio en el presente documento. Un procedimiento ejemplar "preliminar" para identificar virus similares a
QX-BI (o supuestos virus similares a QX-BI) es la neutralizacién en suero en el que se ensaya el antisuero de un
animal infectado por el virus QX-BI o un virus similar a QX-BI para determinar su capacidad de neutralizar a un virus
candidato. El resultado de una neutralizacion positiva puede sugerir que el virus candidato es un virus similar a QX-
BI.

Otro procedimiento de seleccion preliminar ejemplar para virus similares a QX-BI es el Polimorfismo de Longitud del
Fragmento de Restriccion (PLFR). En este caso, se produce una copia de ADN del gen S1, a partir de un virus
candidato, por RT-PCR. Después, la copia de ADN se expone a una enzima de restriccién que se sabe que escinde
el gen S1, de las cepas similares a QX-BI, en posiciones que no se escinden en el gen S1 de cepas no similares
QX-BI (o viceversa). Pueden visualizarse diferencias en la digestion de los fragmentos de restriccién, por separacién
de tamafio del ADN digerido resultante, por ejemplo, por electroforesis en gel.

Los virus de la Bl aislados descritos en el presente documento pueden derivar de cualquiera de los virus similares a
QX-Bl mencionados en el presente documento, asi como de cualquier otro virus similar a QX-Bl que pueda aislarse
en el sitio. Ademas, expertos habituales en la materia, pueden obtener virus similares a QX-BI por procedimientos
conocidos. Por ejemplo, pueden obtenerse virus similares a QX-Bl seleccionando muestras (por ejemplo, frotis
orofaringeo) tomadas de pollos que se supone que estan infectados por el virus de la Bl o que presentan, de otra
manera, uno o mas sintomas de bronquitis infecciosa. En ARN se aisla de estas muestras y se genera una copia de
ADN del gen de S1, o de una parte del mismo, por reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR). Después, la copia de ADN de S1 se secuencia y la secuencia de nucleétidos obtenida de esta manera se
compara contra la secuencia de nucleétidos del gen de S1 de QX-BI (SEQ ID NO: 1) y se determina el porcentaje de
identidad entre las dos secuencias.

En determinados ejemplos, los virus de la Bl aislados se derivan de un virus similar a QX-BI que tiene una proteina
S1 con la misma secuencia de aminoacidos que la de la proteina S1 de los virus similares a QX-BI, L-1148 (SEQ ID
NO: 2), 1449-2 (SEQ ID NO: 3) o 1449-10 (SEQ ID NO: 4). En la Tabla 3 se muestran las secuencias de
aminoacidos de las proteinas S1 de estas cepas:

Tabla 3: Secuencias de aminodacidos de las proteinas S1 de virus ejemplares similares a QX - Bl.

Cepa similar

2 QX-BI Secuencia de aminoacidos del Gen S1

L-1148 MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPPNGWHLQGG
AYAVVNSTNYTNNAGSAHECTVGVIKDVYNQSVASIAMTAPLQGMA
WSKSQFCSAHCNFSEITVFVTHCYSSGSGSCPITGMIPRDHIRISAM
KNGSLFYNLTVSVSKYPNFKSFQCVNNFTSVYLNGDLVFTSNKTTD
VTSAGVYFKAGGPVNYSIMKEFKVLAYFVNGTAQDVVLCDNSPKGL
LACQYNTGNFSDGFYPFTNSTLVREKFIVYRESSVNTTLALTNFTFT
NVSNAQPNSGGVNTFHLYQTQTAQSGYYNFNLSFLSQFVYKASDF
MYGSYHPSCSFRPETINSGLWFNSLSVSLTYGPLQGGCKQSVFSG
KATCCYAYSYKGPMACKGVYSGELSTNFECGLLVYVTKSDGSRIQT
RTEPLVLTQYNYNNITLDKCVAYNIYGRVGQGFITNVTDSAANFSYL
ADGGLAILDTSGAIDVFVVQGIYGLNYYKVNPCEDVNQQFVVSGGNI
VGILTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGQNVTSCPYVSY
GRFCIEPDGSLKMIVPEELKQFVAPLLNITESVLIPNSFNLTVPPRN
(SEQ ID NO:2)
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(continuacion)

Cepa similar
a QX-BI

1449-2 MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPPNGWHLQGG

AYAVVNSTNYTNNAGSAHGCTVGVIKDVYNQSVASIAMTAPLQGM
AWSKSQFCSAHCNFSEITVFVTHCYSSGSGSCPITGMIPRDHIRISA

MKNGSLFYNLTVSVSKYPNFKSFQCVNNFTSVYLNGDLVFTSNKTT
DVTSAGVYFKAGGPVNYSIMKEFKVLAYFVNGTAQDVILCDNSPKG
LLACQYNTGNFSDGFYPFTNSTLVREKFIVYRESSVNTTLALTNFTF
TNVSNAQPNSGGVNTFHLYQTQTAQSGYYNFNLSFLSQFVYKASD
FMYGSYHPSCSFRPETINSGLWFNSLSVSLTYGPLQGGCKQSVFS
GKATCCYAYSYKGPMACKGVYSGELSTNFECGLLVYVTKSDGSRI
QTRTEPLVLTQYNYNNITLDKCVAYNIYGRVGQGFITNVTDSAANFS
YLADGGLAILDTSGAIDVFVVQGIYGLNYYKVNPCEDVNQQFVVSG
GNIVGILTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGQNVTSCPY
VSYGRFCIEPDGSLKM (SEQ ID NO:3)

Secuencia de aminoacidos del Gen S1

1449-10 MLVKSLFLVTILCALCSANLFDSDNNYVYYYQSAFRPPNGWHLQGGAYAVVNSTNY
TNNAGSAHECTVGVIKDVYNQSVASIAMTAPLQGMAWSKSQF CSAHCNFSEITVFV
THCYSGGSGSCPITGMIPRDHIRISAMKNGSLFYNLTVSVSKYPNFKSFQCVNNFTS
VYLNGDLVFTSNKTTDVTSAGVYFKAGGPVNYSIMKEFKVLAYFVNGTAQDVILCDN
SPKGLLACQYNTGNFSDGFYPFTNSTLVREKFIVYRESSVNTTLALTNFTFTNVSNA

QPNSGGVNTFHLYQTQTAQSGYYNFNLSFLSQFVYKASDFMYGSYHPSCSFRPETI
NSGLWFNSLSVSLTYGPLQGGCKQSVFSGKATCCYAYSYKGPMACKGVYSGELST
NFECGLLVYVTKSDGSRIQTRTEPLVLTQYNYNNITLDKCVAYNIYGRVGQGFITNVT
DSAANFSYLADGGLAILDTSGAIDVFVVQGIYGLNYYKVNPCEDVNQQFVVSGGNIV
GILTSRNETGSEQVENQFYVKLTNSSHRRRRSIGQNVTSCPYVSYGRFCIEPDGSL

KMIVPEELKQFVAPLLN (SEQ ID NO:4)

Los virus de la Bl aislados de la presente invencion y como se desvela el presente documento también pueden
producirse por expertos habituales en la materia usando procedimientos recombinantes o "genéticos inversos". Por
ejemplo, Casais y col. (2003) J. Virol. 77:9084-9089, describen la construccion de un virus recombinante de la Bl que
expresa un gen espiga heterdlogo. (Véase también Hodgson y col. (2004) J. Virol. 78:13804-13811). El sistema
implica el uso de un clon infeccioso del virus de la Bl, es decir, un ADNc del virus de la Bl, de longitud completa,
clonado en un vector tal como, por ejemplo, un vector viral de vacuna. (Véase, por ejemplo, Casais y col. (2001) J.
Virol. 75:12359-12369). Comenzando con un clon infeccioso del virus de la BIl, pueden construirse virus
recombinantes de la Bl que expresen la proteina S1 de cualquiera de los otros virus de la Bl. Por lo tanto, usando el
sistema de Casais y col, o variantes del mismo, pueden fabricarse facilmente virus recombinantes de la Bl que
expresen la proteina S1 de cualquiera de los virus similares a QX-BI (es decir, una proteina S1 codificada por una
secuencia de polinucleétidos que tiene al menos una identidad del 95 % con la SEQ ID NO: 1), produciendo por lo
tanto virus recombinantes similares a QX-BI. Los virus recombinantes similares a QX-BI producidos de esta manera,
pueden usarse de la misma manera que se usan los virus similares a QX-Bl obtenidos de manera natural (por
ejemplo, aislados en el sitio), como se describe con detalle en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "porcentaje de identidad" significa que el porcentaje de nucledtidos en una
secuencia de nucledtidos de referencia es idéntico a los nucledtidos en la secuencia objeto (o una parte especifica
de la misma) después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el maximo
porcentaje de identidad de secuencia, como se genera mediante el programa WU-BLAST-2,0a19 (Altschul y col.
(1997) J. Mol. Biol. 215:403-410; en lo sucesivo en el presente documento denominado "BLAST") con todos los
parametros de busqueda establecidos a valores por defecto. Un valor de porcentaje de identidad de una secuencia
de nucledtidos se determina por el nimero de nucleétidos idénticos emparejados dividido por la longitud de
secuencia para la cual se indica el porcentaje de identidad.
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Aunque en la técnica se conocen virus similares a QX-Bl, virus de la Bl que deriven de virus similares a QX-Bl no se
han descrito ni sugerido en la técnica y son, por lo tanto, el objeto de la presente invencién. Como se usa en el
presente documento, la expresion "derivado de", en relaciéon con un virus de la BI, significa que el virus de la Bl es:
(1) un descendiente procedente de pases en serie de un virus similar a QX-BI; o (2) un virus similar a QX-BI que se
ha sometido a condiciones que inactivan el virus o le hacen menos virulento. Un virus "derivado de" un virus similar a
QX-BI puede, por lo tanto, estar atenuado/vivo o inactivado/destruido.

Como se ha indicado anteriormente, un virus de la Bl derivado de un virus similar a QX-Bl, en determinadas
realizaciones, es un descendiente procedente de pases en serie de un virus similar a QX-Bl. Un "descendiente
procedente de pases en serie de un virus similar a QX-BI", como se define en el presente documento, es un virus
que se obtiene después de que un virus similar a QX-BI se propague en un medio conductor para la replicacion del
virus, se elimine de dicho medio y, después, se propague al menos un tiempo adicional en el mismo medio o similar.
Cada ciclo de propagacion y de eliminacion se considera un solo "pase”. Un descendiente procedente de pases en
serie, de un virus similar a QX-BI, esta preferentemente atenuado; por ejemplo, la atenuacién es el resultado de la
realizacién de pases en serie.

Un procedimiento ejemplar de virus de la Bl procedentes de pases en serie (incluyendo virus similares a QX-BI)
implica el uso de huevos, de aves de corral domésticas (por ejemplo pollos), en estado embrionario como el medio
conductor para la replicacion del virus. Por ejemplo, los huevos de pollo en estado embrionario se inoculan con una
cantidad de virus similares a QX-Bl a través de la cavidad alantoidea. Los huevos inoculados se incuban, por
ejemplo, a 37°C durante 24 horas (o en otras condiciones, tiempos y temperaturas de incubacion adecuadas). El
liquido alantoideo se recoge de los huevos. En este punto, el virus se ha sometido a un pase "1X". Después, el
liquido alantoideo recogido en este primer pase, a la dilucion apropiada, se inocula en nuevos huevos en estado
embrionario, que se incuban, por ejemplo, a 37°C durante 24 horas y el liquido alantoideo se recoge de este
segundo grupo de huevos. En este punto, el virus se ha sometido a dos pases "2X". El pase continuado de esta
manera puede proseguir de manera indefinida. Los medios conductores alternativos, para la replicacion del virus,
que pueden usarse para realizar pases de virus de la Bl incluyen, por ejemplo, cultivos de células, tales como,
cultivos de células de rifién de pollo o cultivos de fibroblastos embrionarios de pollo.

Aunqgue en el presente documento se ha mencionado una incubacién a 37°C durante 24 horas, como una etapa de
incubacion ejemplar para la realizacion de pases de virus de la Bl, un experto habitual en la materia entendera que
pueden usarse otras temperaturas y/o tiempos de incubacion. Por ejemplo, pueden incubarse huevos en estado
embrionario a temperaturas que varian de 20°C a 42°C. El tiempo de incubacion, para realizar pases de virus, puede
variar de 4 horas a 4 dias, mas preferentemente de 16 a 36 horas.

Para determinar el grado de virulencia, después de cada pase (o después de cada 2°, 4°, 5°, 10°, etc. pase), pueden
ensayarse muestras de virus. El grado de virulencia puede determinarse, por ejemplo, administrado a pollos el virus
al cual se le han realizado los pases y evaluando diversos parametros indicativos de bronquitis infecciosa. Los
parametros ejemplares incluyen: (i) actividad ciliar de explantes traqueales; (ii) indicios clinicos, tales como, por
ejemplo, exudados acuosos oculares o nasales, respiracion jadeante o diarrea; (iii) reconocimiento patoldgico
general de, por ejemplo, vias respiratorias superiores, rifiones, bazo y/o intestino; y (iv) histologia de la traquea,
pulmén y rifidn. En el Ejemplo 2, mas adelante, se presentan las mediciones ejemplares de cada uno de estos
parametros. Se considera que un virus de la Bl, derivado de un virus similar a QX-BI, por pases en serie, esta
"atenuado” si se reduce, se elimina o mejora uno o mas de los parametros indicativos de bronquitis infecciosa, en
relacion con los parametros correspondientes observados en pollos que estan infectados por el virus similar a QX-Bl
parental (que no ha experimentado pases). También puede realizarse una comparacion de pollos infectados con
otras cepas virulentas conocidas del virus de la Bl.

En el Ejemplo 2 se ilustra un procedimiento ejemplar para evaluar la virulencia de un virus de la Bl sometido a pases
en serie, derivado de un virus similar a QX-Bl. Resumiendo, pollos a los que se les habia inoculado un virus de la B,
sometido a pases en serie, derivado de un virus similar a QX-BIl proporcionaron una puntuaciéon numérica que
reflejaba (i) actividad ciliar de explantes traqueales, (ii) indicios clinicos, y (iii) reconocimiento patoldgico. Se
determiné la puntuacion total [(i) + (ii) + (iii)]. Las clasificaciones de virulencia se establecieron de la siguiente
manera:

e "Sin Virulencia", si la puntuacién total es menor que o igual a la puntuacion total de un grupo de control no
expuesto;

e '"Leve", sila puntuacion total es mayor que la puntuacion total de un grupo de control no expuesto pero menor
que o igual a la puntuacion total para un grupo expuesto con una cepa leve conocida de un virus de la Bl (por
ejemplo, POULVAC BI H120 (cepa de Massachusetts), Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA).

e "Virulencia moderada", si la puntuacion total es mayor que la puntuacion total para un grupo expuesto con una
cepa leve conocida de virus de la Bl pero menor que o igual a la puntuacion total para un grupo expuesto con
una cepa virulenta conocida de virus de la Bl (por ejemplo, la cepa parental similar a QX-BI u otra cepa virulenta
conocida tal como la cepa IB-M41).
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e "Virulento", si la puntuacion total es igual a o mayor que la puntuacién total para un grupo expuesto con una cepa
virulenta conocida del virus de la Bl.

Un virus de la Bl que, de acuerdo con el esquema de clasificacion anterior, se clasifica como "No Virulento" o "Leve",
es adecuado como una cepa para una vacuna viva atenuada. En determinadas circunstancias, un virus de la Bl de
"Virulencia Moderada" también puede ser util como una cepa atenuada viva.

En la técnica se conocen procedimientos alternativos para evaluar la idoneidad de un virus similar a QX-Bl sometido
a pases en serie como una cepa para vacunas y se ilustra en cualquier parte del presente documento, por ejemplo,
en el Ejemplo 3. Como se muestra en el Ejemplo 3, las puntuaciones de los cilios y de la morfologia del rifién y la
traquea se usan para determinar el grado de atenuacion después de multiples pases. Estos parametros pueden, a
su vez, usarse para determinar si una cepa determinada es adecuada (por ejemplo, suficientemente segura) para
fines de vacunas.

Como se ha indicado anteriormente, la otra categoria del virus de la Bl que "deriva de" un virus similar a QX-BI, es
un virus similar a QX-Bl que se ha sometido a condiciones que inactivan el virus o le hacen menos virulento. A
diferencia de los virus de la Bl, sometidos a pases en serie, que estan tipicamente vivos y atenuados, los virus de la
Bl dentro de esta segunda categoria se contemplan tipicamente como inactivados o destruidos. En la técnica se
conocen procedimientos para inactivar virus, incluyendo virus de la Bl.

Por tanto, como ilustra el analisis anterior, un virus de la Bl de la presente invencién que deriva de un virus similar a
QX-BI esta atenuado. Los virus de la Bl de la presente divulgacion pueden inactivarse poniendo en contacto los virus
con un compuesto inactivador, tal como, por ejemplo, B-propiolactona o formalina. Los virus de la Bl de la presente
invencion pueden atenuarse realizando pases en serie, comenzando con la realizacién de un pase inicial de un virus
similar a QX-BI. Los virus de la Bl pueden someterse a pases en cualquier medio conductor para la replicacion viral.
Dichos medios incluyen, por ejemplo, huevos de aves de corral domésticas en estado embrionario. Los huevos de
aves de corral domésticas en estado embrionario incluyen, por ejemplo, huevos de pollo en estado embrionario tales
como huevos de pollo sin patégenos especificos (SPE). Otros medios adecuados incluyen, por ejemplo, cultivos de
células.

Para atenuar los virus de la Bl desvelados en el presente documento, los virus pueden someterse a pases varias
veces. En determinadas realizaciones, los virus se someten a pases al menos las veces suficientes para que los
virus resultantes se caractericen por ser "No Virulentos", "Leves" o (en determinadas circunstancias) "Virulentos
Leves", usando la metodologia de clasificacion indicada en cualquier parte del presente documento. En
determinados ejemplos, los virus de la Bl desvelados en el presente documento se someten a pases entre 5 y 400
veces. Por ejemplo, si fuera necesario o se desease, los virus de la Bl pueden someterse a pases 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150, 155,
160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 205, 210, 215, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 255, 260, 265, 270,
275, 280, 285, 290, 295, 300, 305, 310, 315, 320, 325, 330, 335, 340, 345, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380, 385,
390, 395, 400 veces 0 mas.

Los virus de la Bl de la presente invencién estan aislados. Como se usa en el presente documento, el término
"aislado" significa que los virus no estan dentro de un tejido de un animal vivo.

La presente invencion incluye diversas muestras de trabajo de virus de la bronquitis infecciosa aislados derivados de
virus similares a QX-BI. Por ejemplo, el virus L-1148, similar a QX-BI, se ha sometido a pases 64 veces en huevos
de pollo, de 10-11 dias, sin patdgenos especificos (SPE) en estado embrionario. Para realizar el pase 65, los huevos
SPE se inocularon con 0,2 ml de una dilucion 1000 veces de liquido alantoideo procedente del pase del nivel 64.
Después de 24 horas de incubacion a 37°C, el liquido alantoideo se recogi6 en grupos. El material sometido a 65
pases se denomina en el presente documento L-1148(p65) (véase el Ejemplo 3). Se seleccionaron grupos estériles
de L-1148(p65), se agruparon, se mezclaron con un estabilizador, se cargaron en viales de 3 ml (1 ml por vial) y se
liofilizaron para preparar virus de semillas maestras VSM65 L1148 de QX-Bl Se realizaron 15 pases adicionales,
para un total de 80 pases, para producir L-1148(p80) (véase Ejemplo 3). Del mismo modo que se hizo con el
material sometido a 65 pases, el liquido alantoideo del pase 80 se recogié en grupos. Se seleccionaron grupos
estériles, se agruparon, se mezclaron con estabilizador, se cargaron en viales de 3 ml (1 ml por vial) y se liofilizaron
para preparar virus de semillas maestras VSM80 L1148A de QX-BIl. Cada uno de VSM65 L1148 y VSM80 1148A de
QX se sometieron a pases cinco veces mas para producir VSM65 X+5 L1148A y VSM80 X+5 L1148A,
respectivamente, de QX-BI.

El VSM65 L1148 de QX-BI, se deposité en la Coleccion Europea de Cultivos de Células, Porton Down, UK (CECC)
el 10 junio del afio 2009, con el nombre Fort Dodge Animal Health, y se le asigné el numero de acceso provisional
09061002.

El VSM80 L1148A de QX-BlI, se depositd en la Coleccion Europea de Cultivos de Células, Porton Down, UK (CECC)
el 10 junio del afio 2009, con el nombre Fort Dodge Animal Health, y se le asigné el numero de acceso provisional
09061004.

El VSM65 x+5 L1148A de QX-BI, se depositd en la Coleccion Europea de Cultivos de Células, Porton Down, UK

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2702 089 T3

(CECC) el 10 junio del afio 2009, con el nombre de Fort Dodge Animal Health, y se le asign6 el nimero de acceso
provisional 09061003.

El VSM80 x+5 L1148A de QX-BI, se depositd en la Coleccion Europea de Cultivos de Células, Porton Down, UK
(CECC) el 10 junio del afio 2009, con el nombre de Fort Dodge Animal Health, y se le asign6 el nimero de acceso
provisional 09061001.

Ejemplos adicionales de virus 1B, derivados de virus similares a QX-BI, se describen en cualquier parte del presente
documento.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion comprenden: (i) un virus de la Bl aislado derivado de un
virus similar a QX como se describe anteriormente; y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo, agua, un estabilizador, un conservante, un medio de cultivo, o
un tampoén, o cualquier combinacién de los anteriores. Las composiciones de vacuna de la presente invencion
pueden prepararse en forma de una suspension o en una forma liofilizada o, como alternativa, en una forma
congelada. Si se preparan congeladas, para potenciar la estabilidad durante la congelacion, puede afadirse glicerol
u otros agentes similares.

Las composiciones de vacuna de la presente invencién pueden comprender un adyuvante. El adyuvante puede ser
un polimero acrilico, bromuro de dimetil dioctadecil amonio (DDA) o una combinacién de un polimero acrilico y DDA.
Un polimero acrilico, como se usa en el presente documento, es cualquier polimero o copolimero que contiene un
resto acrilico. Los polimeros acrilicos ejemplares incluyen, por ejemplo, acido poliacrilico, acido metacrilico,
metacrilato, acrilamida, acrilato, acrilnitrilo y ésteres de alquilo de acido poliacrilico. Los ejemplos de copolimeros
acrilicos incluyen, por ejemplo, poli (acrilamida-cobutilo, metacrilato), acido acrilico-metacrilico, acrilico-acrilamida y
poli (metacrilato). Los ejemplos de polimeros acrilicos disponibles en el mercado incluyen, Carbopol (B. F. Goodrich
Co., Cleveland, Ohio), Carboset, (B. F. Goodrich Co., Cleveland, Ohio), Neocryl (Avecia, Inc., Wilmington, Del.), y
Eudragit (Rohm Tech, Inc., Malden, Mass.). Un polimero acrilico, particularmente preferido, para su uso en las
emulsiones de la presente invencién es Carbopol, denominado también polimero hidrosoluble de acido acrilico
reticulado con polialil sacarosa. El adyuvante puede ser un adyuvante hidrosoluble o dispersable en agua. El
adyuvante puede ser una emulsion oleosa, por ejemplo, agua en aceite, aceite en agua, o una emulsion de agua en
aceite en agua. Una emulsién de agua en aceite puede incluir adicionalmente uno o mas tensioactivos liposolubles,
uno o mas tensioactivos hidrosolubles, adyuvantes adicionales, componentes en fase acuosa adicionales,
estabilizadores de emulsién o combinaciones de los mismos.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden comprender, ademas de un virus de la Bl derivado
de un virus similar a QX-Bl de acuerdo con la presente invencién, otros componentes antigénicos. Los otros
componentes antigénicos incluidos en las composiciones de vacuna pueden derivar de agentes infecciosos, por
ejemplo, agentes infecciosos de pollos. Por ejemplo, las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden
comprender adicionalmente al menos un virus adicional de la Bl vivo atenuado derivado de un virus no similar a QX-
Bl. Como se usa en el presente documento, "virus no similar a QX-BI" se refiere a cualquier virus de la Bl con una
proteina S1 codificada por una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad menor del 95 % con la secuencia
nucledtidos que codifica la proteina S1 de la cepa de QX-BI original. La secuencia nucledtidos que codifica la
proteina S1 de la cepa de QX-BI original se representa por la SEQ ID NO:1 y esta disponible con el n° de acceso
AF193423 de Genbank del CNIB. Por tanto, cualquier virus con una proteina S1 codificada por una secuencia de
nucledtidos que tiene una identidad menor del 95 % con la SEQ ID NO:1 es un virus "no similar a QX-BI" para los
fines de la presente invencion. Los virus ejemplares no similares a QX-IB incluyen cepas tales como Massachusetts,
Arkansas, Georgia-98, Italy-02, 793-B, D274, D1466, o cepas que tienen el genotipo S1 de cualquiera de los virus
anteriores no similares a QX-BI. Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden contener una o mas
cepas de vacuna de la Bl disponibles en el mercado ademas de un virus de la Bl derivado de un virus similar a QX-
BI.

En determinadas realizaciones de la presente invencion, la composiciéon de vacuna puede contener un componente
antigénico adicional derivado de un agente infeccioso que no es un virus de la Bl. Por ejemplo, las composiciones de
vacuna de la presente invencion pueden comprender adicionalmente un virus aviar vivo atenuado o inactivado tal
como el virus de la enfermedad de Newcastle, el virus de la enfermedad de Marek’s, el virus de la bursitis infecciosa,
reovirus, virus de la gripe aviar, el virus de la anemia del pollo o el virus de la encefalomielitis aviar.

En el presente documento también se describen procedimientos para preparar virus de la Bl atenuados vivos. Los
virus atenuados vivos preparados de acuerdo con este procedimiento son Utiles, entre otras cosas, para vacunar a
pollos contra el virus de la Bl. Los procedimientos comprenden realizar pases de un virus similar a QX-Bl. Por
ejemplo, un virus similar a QX-Bl puede someterse a pases en huevos de aves de corral en estado embrionario (por
ejemplo, huevos del pollo en estado embrionario) o en cultivos de células (por ejemplo, cultivos de células de rifidn
de pollo). EI nimero de veces que un virus similar a QX-Bl debe someterse a pases para atenuarle puede
determinarse basandose en los contenidos expuestos en el presente documento. Por ejemplo, después de la
realizacion de pases de un virus similar a QX-Bl, el virus resultante de la Bl puede administrarse a los pollos y estos,
después, evaluarse para determinar, por ejemplo, la actividad ciliar de explantes traqueales, indicios clinicos, indicios
patolégicos y/o histologicos generales de bronquitis infecciosa. Un virus de la Bl, sometido a pases, que produce
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sefiales reducidas o menos graves de Bl en comparacion con el virus similar a QX-BI parental, del cual deriva, (o en
comparacion con otras cepas de Bl de referencia conocida) se considera una cepa atenuada, para los fines de la
presente invencién. Los procedimientos comprenden realizar pases de un virus similar a QX-Bl hasta que el virus
resultante se categorice como "No Virulento" o "Leve" de acuerdo con la metodologia de categorizacion expuesta en
cualquier parte del presente documento.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden administrarse de cualquier manera tal que los
componentes activos o antigénicos se pongan, inmediata o eventualmente, en contacto con las membranas
mucosas respiratorias del ave. Por tanto, la composicion de vacuna puede administrarse a aves, por ejemplo, por via
intranasal, oral y/o intraocular. Las composiciones de vacuna para la administracion aviar pueden formularse como
se ha descrito anteriormente y/o en una forma adecuada para la administracion por pulverizacion, incluyendo en
aerosol (por administracion intranasal) o en agua potable (por administracién oral). Las composiciones de vacuna de
la presente invencién también pueden administrarse subcutaneamente, intramuscularmente o en el huevo. (Véase la
patente de Estados Unidos N° 7.208.164). Las composiciones de vacuna de la presente invencién que comprenden
un virus de la Bl derivado de un virus similar a QX-Bl pueden administrarse a un ave desde el primer dia que nace
hasta las 18 semanas. Si se administran en el huevo, la composicion de vacuna puede administrarse, por ejemplo,
en la ultima mitad del periodo de incubaciéon. Por ejemplo, en el caso de pollos, los huevos se inoculan generalmente
desde aproximadamente el dia 12 de incubacién a aproximadamente el dia 20 de incubacion. Preferentemente, la
inoculacion se produce desde entre el dia 14 a aproximadamente el dia 19. Mas preferentemente, los huevos de
pollo se inoculan aproximadamente el dia 15-18.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos del procedimiento y composiciones de la presente invencion.
Ejemplos
Ejemplo (de referencia) 1: IDENTIFICACION DE VIRUS SIMILARES A QX-BI

Este ejemplo proporciona un procedimiento para determinar si un virus de la Bl candidato es un virus similar a QX-
Bl. Pueden obtenerse virus de la Bl candidatos a partir de una diversidad de fuentes que incluyen, por ejemplo, frotis
de tejidos de animales, que presentan uno o mas sintomas de bronquitis infecciosa, o de un depésito publico.

Como se usa en el presente documento, un "virus similar a QX-BI" es un virus de la bronquitis infecciosa con una
secuencia de nucledtidos S1 que tiene una identidad de al menos un 95 % con la secuencia de nucledtidos S1 de la
cepa de QX-BI identificada originalmente. La secuencia de nucleétidos S1 de la cepa QX-BI original es la SEQ ID
NO:1 y puede encontrarse con el n° AF193423 de referencia de Genbank del CNIB.

Para determinar si un virus candidato es un virus similar a QX-BI, se aisla ARN de una muestra que contiene las
particulas virales candidatas (por ejemplo, frotis de tejidos) usando procedimientos de aislamiento de ARN
convencionales. Por ejemplo, puede extraerse ARN usando el procedimiento isotiocianato de guanidio, fenol-
cloroformo. (Chomcznski y Sacchi (1987), Analytical Biochemistry 162:156-159; Li y col. (1993), Avian Pathology
22:771-783). Ademas, en el mercado existen diversos kits disponibles para el aislamiento de ARN y son adecuados
para este fin. Después, el ARN se usa en una reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-
PCR) para generar una copia de ADN amplificado del gen S1 completo o la denominada "region hipervariable" del
gen S1. Los cebadores usados en la RT-PCR son preferentemente aquellos que son comunes para las cepas mas
conocidas del virus de la Bl. Los cebadores ejemplares, junto con los procedimientos de RT-PCR correspondientes
que pueden usarse para amplificar la region hipervariable del gen S1 de los virus de la Bl candidatos se exponen,
por ejemplo, en Worthington y col. (junio 2008), Avian Pathology 37:247-257, y Jones y col. (2005), Veterinary
Record 156:646-647. En Worthington y col., después de la reaccion RT, se realiza una PCR anidada, para producir
una copia de ADN de la region hipervariable de S1 que tiene aproximadamente 393 pares de bases. La
secuenciacion de S1 de longitud completa puede realizarse usando el procedimiento de Adzhar y col. (1996), Avian
Pathology 25:817-836. Expertos habituales en la materia pueden disefiar faciimente cebadores alternativos y
condiciones de RT-PCR adecuados para amplificar el gen S1 o partes del mismo, usando informacion de secuencias
disponibles publicas para virus de la BI.

Después de determinar la secuencia de nucleétidos de todo el gen S1, o parte del mismo (por ejemplo, la region
hipervariable), del virus de la Bl candidato, la secuencia se compara con la secuencia del gen S1 de la cepa de QX-
Bl (SEQ ID NO:1) para determinar el porcentaje de identidad. Si la secuencia nucledtidos del gen S1, o la regién
hipervariable del mismo, del virus de la Bl candidato, tiene al menos una identidad del 95 % con la secuencia de
nucleotidos del gen S1 de QX-BI (SEQ ID NO:1), se considera que el virus de la Bl candidato es un virus similar a
QX-BI

Procedimientos ejemplares para determinar si un virus de la Bl candidato es un virus similar a QX-BI, también se
describe, por ejemplo, en Gough y col. (2008), Veterinary Record 162:99-100, y Domanska-Blicharz y col. (2006),
Veterinary Record 158:808.

Ejemplo (de referencia) 2: ATENUACION DE LOS VIRUS SIMILARES A QX-BI
INTRODUCCION
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Este ejemplo resume experimentos en los cuales virus similares a QX-Bl se someten a pases mlultiples veces en
huevos de pollo en estado embrionario y la atenuacion de los virus resultantes se demostrd en pollos.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Virus de la Bronquitis Infecciosa

En este ejemplo, se usaron tres cepas de virus similares a QX-BIl, denominadas L-1148, 1449-2, y 1449-10. Estas
tres cepas se identificaron como similares a QX-BI por secuenciacion del gen S1 y por comparacion de nucledtidos
con QX-Bl y otros virus similares a QX-BI. (Véase Worthington y col. (junio 2008), Avian Pathology 37:247-257).

Cada una de las cepas L-1148 y 1449-10 se sometieron 50 veces a pases en huevos de pollo en estado
embrionario; la cepa 1449-2 se sometid 5 veces a pases en huevos de pollo en estado embrionario. Las cepas
obtenidas de estos pasos multiples se denominaron L-1148(p50), 1449-10(p50), y 1449-2(p5), respectivamente. Por
tanto, L-1148(p50) derivé de L-1148; 1449-10(p50) derivo de 1449-10; y 1449-2(p5) derivo 1449-2.

Diseno del estudio

Los pollos se expusieron a los virus L-1148(p50), 1449-10(p50), y 1449-2(p5), junto con cepas conocidas de la BI,
leve (cepa de vacuna, IB-H120) y virulenta (IB-M41). En este estudio también se incluyd un grupo de control no
expuesto. En la Tabla 4 se resume el disefio del estudio:

Tabla 4: Disefio del Estudio.

Grupo N°. de pollos Cepa expuesta
1 10 L-1148(p50)

2 10 1449-10(p50)
3 10 1449-2(p5)

4 10 IB-H120

5 10 IB-M41

control 10 No expuesta

Animales y cria de animales

En este ejemplo se usaron sesenta pollos SPE. A los 15 dias de edad, se dividieron 50 pollos en cinco grupos (1-5)
y se alojaron en aisladores. Los 10 pollos que se usaron como control permanecieron en su corral. Para la
aclimatacion, los pollos que se habian trasladado a aisladores se dejaron solos durante tres dias. Los pollos
disponian de agua y alimento a discrecion. Durante el estudio, se observaron los indicios clinicos de la Bl en todos
los pollos.

Administracién de virus

Usando una jeringa de 1 ml, se expusieron 5 pollos, en una hilera, al virus de la Bl, administrando 0,1 ml en cada ojo
de cada pollo. En el caso de IB-M41 los pollos recibieron 0,25 ml en cada ojo. Todos los pollos se expusieron
aproximadamente a una DIHso de 1080 virus de la Bl, a los 18 dias de edad. Se conservaron reservas de virus a -
70 °C y se diluyeron en caldo nutritivo a la concentracion apropiada antes de la administracion.

Inmediatamente después de administrar los virus a los pollos, una muestra del virus usado se conservé en un frasco
estéril a -70 °C para la re-titulacion.

Actividad ciliar de Explantes Traqueales

Cuatro dias después de la exposicion, se examiné la actividad ciliar de los explantes traqueales. Los pollos se
inmovilizaron con una mezcla gaseosa de O, al 34 % y CO- al 66 %. Cuando se alcanzé un estado completo de
anestesia, los pollos se sacrificaron por inhalacién con CO; al 100 %. Inmediatamente después de la muerte se
extrajo la traquea (desde la base de la cabeza a una distancia de 0,5 cm desde la siringe). Inmediatamente después
de la extraccién de la traquea, esta se aclaré con PBS a 37°C usando una jeringa sin aguja y se conservé en PBS a
37 °C hasta procesamiento posterior. Se realizaron secciones transversales de 0,6 mm de la traquea usando un
cortador de tejidos Mcllwain (Mickle Laboratory Engineering Co. Ltd., Surrey, Reino Unido). Las secciones
transversales de la traquea se pusieron con 2ml de PBS a 37 °C en una placa de Petri y se examinaron al
microscopio en 4 minutos. Se examind la actividad ciliar de 3 secciones de la parte superior, 4 secciones de la parte
media y 3 secciones de la parte inferior de la traquea con un microscopio de bajo aumento (400x). La actividad ciliar
de cada seccidn traqueal se examind a los 20 minutos después del sacrificio del pollo.

11



10

15

20

25

30

35

ES 2702 089 T3

La actividad ciliar se puntué en una escala de 0 (100 por cien de actividad ciliar) a 4 (0 por ciento de actividad ciliar).
Después, para cada grupo se calculd la ciliostasis promedio, dividiendo la suma de las secciones traqueales que
mostraron cese entre el nimero de pollos por grupo. La ciliostasis promedio calculada por grupo se comparé con la
ciliostasis promedio de los grupos expuestos a Poulvac Bl 120 y BI-M41 y con el grupo no vacunado. BI-M41 se
clasificd como virulento y el virus de la Bl en Poulvac Bl H120 como leve.

Indicios clinicos

Durante el estudio, especialistas en animales, observaron diariamente a las aves para determinar indicios clinicos.
Los indicios clinicos atribuidos a infeccion por Bl se puntuaron de la siguiente manera:

Puntuacion
Indicio Clinico Observable Ausente Presente
Exudados acuosos oculares o nasales 0 2
Respiracion jadeante 0 4
Diarrea 0 1

Reconocimiento Patolégico General

Se realizé la necropsia a cada pollo para determinar cualquier anomalia que pudiera ser consecuencia de infeccion
de BI. Las desviaciones se puntuaron de la siguiente manera:

e \Vias respiratorias superiores: aspecto normal = 0, mucus = 1; bronquitis/traqueitis = 2.
¢ Rifones: aspecto normal = 0; inflamados o amarillentos con cristales de urato = 1.
e Bazo: aspecto normal = 0; inflamado = 1.

e Intestino: aspecto normal = 0; anomalias = 2.

Histologia de la Traquea, Pulmén y Rifién

Se tomaron muestras de traquea, pulmoén y rifion 4 dias después de la administracion de los virus. Todas las
muestras se sometieron a examen histolégico. Para detectar el VBI se aplicé tincion inmunohistoquimica en el
epitopo del VBI 48.4 (una nucleoproteina).

Evaluacién

La virulencia de los virus de la Bl en pollos SPE se determiné mediante:

e La actividad ciliar de explantes traqueales;

e La presencia y gravedad de indicios clinicos; y

e Anomalias observadas en el examen patolégico

La virulencia del VBI en pollos SPE se clasificé como:

¢ No virulento, si la puntuacion total del grupo es menor que o igual a la puntuacién total del grupo no expuesto;

e Leve, sila puntuacion total del grupo es mayor que la puntuacion total del grupo de control y menor que o igual a
la puntuacion total del grupo expuesto a Poulvac Bl H120;

e Virulencia moderada, si la puntuacion total del grupo es mayor que la puntuacién total del grupo expuesto a
Poulvac Bl H120 y menor que o igual a la puntuacién total del grupo expuesto a Bl M4;

. Virulento, si la puntuacion total del grupo es igual o mayor que la puntuacion total del grupo expuesto a IB-
M41.

El ensayo no se consider6 valido si mas del 10 por ciento de los pollos mueren por causas no atribuibles al virus de
la vacuna. En este ejemplo, el virus de la vacuna se considero suficientemente inocuo si:

¢ Ningun pollo mostré indicios clinicos destacables de bronquitis infecciosa aviar o murié por causas atribuibles al
virus de la vacuna.
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e La puntuacion de ciliostasis promedio no era superior a 25; y
e Se observaban lesiones inflamatorias a lo sumo moderadas durante el examen histoldgico del rifidn.

Sin embargo, los virus que se clasificaron como virulentos moderados o virulentos y que no cumplian con los
requisitos anteriormente mencionados, eran posiblemente adecuados para su uso como un virus para la exposicion.

RESULTADOS

Titulacién de los Virus de la Bl Después de la Administracién en Pollos

En la Tabla 5 se muestran las titulaciones de los diferentes virus de la Bl después de exponer a los pollos. Como se
muestra en esta tabla, en todos los casos, los pollos se expusieron a virus de la Bl a una DIHs superior a 1080,

Tabla 5: Titulaciones de VBI después de la administracion en pollos.

Titulacion en 10log de DIHso por ml o por vial
Grupo | Virus Muestra 1 Muestra 2 Promedio
1 L-1148(p50) | 6,83 6,67 6,75
2 1449-10(p50) | 7,00 6,33 6,67
3 1449-2(p5) 6,50 6,67 6,59
4 IB-H120 6,33 6,00 6,17
5 IB-M41 6,50 7,33 6,92

Indicios clinicos, Actividad Ciliar y Examen Patolégico

Ningun pollo murié durante el estudio. En algunos pollos expuestos a 1449-10(p50) BI solo se observd secrecion
exudativa oculonasal muy leve (pequefias gotas en el orificio nasal) y jadeo respiratorio después tratar a los pollos.

No se observa ciliostasis en ninguno de los pollos de control, pero se demostré claramente en los pollos expuestos a
BI-M41. Tres de los 10 pollos expuestos a Poulvac Bl H120 mostraron ciliostasis completa. El nimero de secciones
traqueales con ciliostasis aumentaba si los pollos se exponian a VBI 1148(p50) (6 secciones), VBI 1449-2(p5) (20
secciones) y VBI 1449-10(p50) (41 secciones).

Durante el examen patolégico de los pollos, se observd que en los pollos expuestos a 1449-2(p5) BI, Poulvac BI
H120 o BI-M41 existia un exudado catarral en las traqueas. En un pollo expuesto a 1449-2(p5) BI, se observé un
rindn inflamado amarillento

Basandose en la actividad ciliar, los indicios clinicos y en hallazgos tras la muerte, resumidos en la Tabla 6, se
realiz6 una clasificacion de los virus derivados similares a QX-Bl. La cepa L-1148(p50) se clasific6 como leve, el VBI
1449-10(p50) como virulento moderado y el VBI 1449-2(p5) como virulento leve en comparacion con Poulvac Bl
H120 y BI-M41. de virus de la Bl después de la exposicion de pollos SPE.

Puntuacion*
. Puntuacion promedio de Total e
Grupo Virus Ciliostasis C(n) S P (C+S+P) Clasificacion
1 L-1148(p50) 2 24(1) 0 0 |24 Leve
Virulencia
2 1449-10(p50) 16 164(4) 24 10 | 188 moderada
3 1449-2(p5) 8 80(2) 0 5 | 85 Leve
4 BI-H120 12 120(3) 0 1 121 Leve
5 BI-M41 40 400(10) 0 4 | 404 Virulencia
6 Sin exposicion | 0 0(0) 0 0 |0 Sin virulencia

*Las puntuaciones se basaron en:

(C) Actividad ciliar de los explantes traqueales, (n) = nimero de pollos afectados; se considera que un pollo esta
afectado cuando al menos dos secciones traqueales muestran ciliostasis.

(S) Indicios clinicos.

(P) Examen patoldgico.
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Histologia de la Traquea. Pulmones y Rifién

No se observaron anomalias en las traqueas de los pollos expuestos a L-1148(p50), 1449-2(p5) y BI-H120. Después
de la exposicion a 1449-10(p50) se observo traqueitis local con necrosis en una de cuatro traqueas. Todas las
traqueas de los pollos expuestos a BI-M41 mostraron traqueitis aguda. En las traqueas de los pollos infectados con
BI-M41, no pudo detectarse el VBI.

En los pulmones de los pollos no se observaron anomalias ni se detecté el VBI.

La histologia de los rifiones de los pollos expuestos a L-1148(p50) y 1449-10(p50) mostré una ligera infiltracion de
células mononucleares y plasmacelulares en algunos casos. El epitelio tubular no se vio afectado. Usando
inmunohistoquimica no se detectaron antigenos del VBI en las células epiteliales de las muestras de los tubulos
renales tomadas 4 dias después de la infeccion. No pudo detectarse el VBI en los rifiones de ninguno de los grupos
después de la tinciéon inmunohistoquimica.

Discusién

El VBI infecta primero la mucosa traqueal y después se replica en el epitelio de otros érganos, por ejemplo células
epiteliales tubulares renales y el epitelio del oviducto. La replicacion del VBI en células epiteliales podria dar como
resultado la degeneracion de las células y posteriormente podrian producirse cambios patologicos en
organos/tejidos. Si se producen indicios clinicos, depende de diversos factores tales como la virulencia del VBI, del
organo infectado, de la aparicion de infeccion secundaria y del estado fisico general del pollo. Esto se observa en la
traquea de los pollos expuestos al VBI, en los que la actividad ciliar se modifica en todos (VBI-M41), en el 40 %
(1449-10(p50)), en el 20 % (1449-2(p5)) y en el 10 % (VBI L-1148(p50)) de los animales. El exudado catarral estaba
presente en las traqueas de pollos expuestos a VBI 1449-2(p5), Poulvac Bl H120 y BI-M41. Solamente cuando los
pollos se expusieron al VBI 1449-10(p50) se observaron indicios clinicos leves, que parecen haber sido el resultado
de ciliostasis y posteriormente la acumulacion de mucus. Teniendo en cuenta que los pollos se expusieron a dosis
elevadas del VBI, los resultados de este ejemplo son prometedores. La ausencia de indicios clinicos después de la
exposicion de los pollos al VBI L-1148(p50) y al VBI 1449-2(p5) mas probablemente refleja el hecho de que los
indicios clinicos causados por las correspondientes cepas de campo son leves. Solamente se observaron indicios
respiratorios leves después de la exposicion de pollos SPE al VBI 1449-10(p50), lo que demuestra la atenuacion de
esta cepa, porque la cepa de campo del VBI 1449-10 era virulenta.

Conclusién

Como se muestra en este ejemplo, los virus similares a QX-BIl pueden atenuarse por pases mdltiples. Las cepas
atenuadas resultantes derivadas de virus similares a QX-Bl muestran una gran promesa como nuevas cepas para
vacunas contra la bronquitis infecciosa. Los virus sometidos a pases, derivados de virus similares a QX-Bl que
causan efectos virulentos moderados cuando se administran a pollos, serian Utiles como material de exposiciéon para
estudiar y desarrollar adicionalmente nuevas vacunas contra la Bl, especialmente vacunas contra virus similares a
QX-BI.

Ejemplo 3: PASES ADICIONALES E INOCUIDAD DE LA CEPA SIMILAR A QX-BI, L-1148
Introduccion

En este ejemplo, la cepa del virus similar a QX-BI, L-1148, se someti6 a pases en veces multiples en huevos de pollo
en estado embrionario. La inocuidad de los virus en diversos niveles de pases se evalué midiendo el grado de
ciliostasis y la morfologia del rifiéon en pollos. Como se ilustra a continuacion, la realizacion de pases multiples de la
cepa L-1148 dio como resultado una cepa atenuada adecuada como una vacuna contra infecciones por virus
similares a QX-BI.

Realizacién de Pases de L-1148 en Huevos de Pollo SPE en Estado Embrionario

Para la realizacion de los pases de los virus, se usaron huevos de pollo sin patégenos especificos (SPE) en estado
embrionario de 10 a 11 dias. Inicialmente, la cepa L-1148 se sometié a pases siete veces en huevos de pollo SPE.
Para los 5 primeros pases se inoculé liquido alantoideo no diluido. Los pases se realizaron solamente con liquidos
alantoideos de huevos con embriones vivos. Esto produjo aproximadamente el 50 % de embriones muertos. Se
decidié continuar la realizacion de pases con liquido alantoideo diluido 100 veces en solucién salina fisioldgica,
produciendo menos embriones muertos. Los pases continuaron hasta el pase 73. Después de recoger el pase 73 se
comenzo a saber que habia una contaminacion por el virus de la enfermedad de Newcastle (EN) en la cepa L-1148
de la BIl. Muestras de sangre de pollos vacunados con 50 pases de la cepa L-1148 de la Bl contenian anticuerpos
contra un virus de EN. Analisis RT-PCR de muestras de 8 pases revelaron que la cepa L-1148 de la Bl se habia
contaminado desde el principio con este virus. Se decidié detener la realizacion de pases y depurar la cepa del virus
L-1148 de la BI de la contaminacion.
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Descontaminacion de los Pases de L-1148

Se tomaron muestras de los pases 22, 47 y 73 y se trataron con antisuero especifico de ND. Brevemente, se
mezclaron muestras de liquido alantoideo con muestras de antisuero policlonal especifico de ND en un liquido
alantoideo: proporcion de volumen de suero de 1:2. La mezcla se incubd a 37 °C durante una hora seguido de
incubacion durante una noche a 4 °C. Después de la incubacion se prepararon series de dilucion de 10 veces y se
inocularon 5 huevos por dilucién cada uno con 0,1 ml. Después de 2 dias se recogi6¢ liquido alantoideo y se
recuperaron muestras de la dilucion mas elevada que aun era positiva para la Bl por RT-PCR. Los huevos con
embriones muertos se desecharon. Se traté de nuevo el liquido alantoideo con antisuero ND, como se ha indicado
anteriormente, y de nuevo se inocularon series en dilucion en huevos. Después de la incubacioén, se recuper6 de
nuevo la dilucion mas elevada que aun era positiva para la Bl por RT-PCR, se llen6 en partes y se congelo y
conservo a -70 °C.

El proceso de descontaminacion anterior produjo pases 24, 49 y 75 depurados y clonados. Se realizé un lote a nivel
del pase 25 por inoculacion en huevos de una dilucién de 107 veces, 0,2 ml por huevo y se recogio después de 48
horas de incubacion a 37 °C. El liquido alantoideo se llen6 en pequefias partes y se conservo a -70 °C. De acuerdo
con el mismo procedimiento, se realizé un lote de pase 50. El pase 75 se sometid a pases hasta 80 pases
adicionales. Los liquidos alantoideos del pase 80 se agruparon se cargaron en pequefias partes y se congelaron y
se conservaron a -70 °C.

Ensayo de Inocuidad

Se ensayo varias veces la inocuidad de diferentes niveles de pases de la cepa L-1148 de la BI. En este estudio
también se incluyd la cepa similar a QX-Bl no atenuada, 1449-10, junto con la cepa similar a Massachusetts
virulenta, BI-M41 y la cepa de la vacuna leve Poulvac Bl H120.

Para cada ensayo, se usaron pollos SPE de un dia. Los ensayos se realizaron de acuerdo con procedimientos
convencionales. Brevemente, usando una jeringa de 1 ml, 5 pollos, en una hilera, se expusieron con virus de la Bl
administrando a cada pollo 0,1 ml en cada ojo. En el caso de BI-M41 los pollos recibieron 0,25 ml en cada ojo. Se
reconstituyeron, en agua para inyeccion, virus liofilizados y se prepararon diluciones adicionales en caldo nutritivo.
Posteriormente, se observo diariamente a las aves para determinar los indicios clinicos.

Cinco dias después de la administracion del virus, se examind la actividad ciliar de explantes traqueales en 5 pollos.
Las traqueas se extirparon de pollos a los que se les habia realizado la eutanasia y se realizaron secciones
transversales de 0,6 mm, 3 secciones de la parte superior, 4 secciones de la parte media y 3 secciones de la parte
inferior de la traquea. Las secciones transversales de la traquea se pusieron en la una placa de Petri que contenia
2 ml de PBS a 37 °C y se examinaron al microscopio a los 4 minutos.

La actividad ciliar se puntué microscopicamente, en una escala de 0 (100 por cien de actividad ciliar) a 4 (0 por
ciento de actividad ciliar). Para cada grupo se calculé la ciliostasis promedio dividiendo la suma de las secciones
traqueales que mostraban cese entre el nimero de pollos por grupo.

Se extirparon muestras de traquea, pulmon y rifién de animales a los que se les habia realizado la eutanasia. Todas
las muestras se examinaron histolégicamente. Para detectar el virus de la Bl, se realizé tinciéon inmunohistoquimica
para el epitopo del VBI 48,4 (una nucleoproteina).

En la Tabla 7 se resumen los resultados

Tabla 7: Resultados resumidos de ensayos de inocuidad en diferentes pases del L-1148

Puntuacion
Estudio Virus Ensayados | Titulacion* Ciliar Rifiones Traquea
A 1449-10 5,6 39 Amarillentos, inflamados, normal
nefritis aguda
1449-10 3,0 32 Amarillentos, inflamados, normal
nefritis aguda
Bl H120 6,0 18 Nefritis leve normal
L-1148(p8) 6,0 39 Amarillentos, inflamados, normal
nefritis leve a moderada
L-1148(p25) 6,0 18 Amarillentos, inflamados, normal
nefritis aguda
L-1148(p40) 6,0 21 Amarillos, inflamados, normal
nefritis leve
L-1148(p50) 6,0 31 Amarillos, inflamados, normal
nefritis leve
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Puntuacion
Estudio Virus Ensayados | Titulacion* Ciliar Rifiones Traquea
BI-M41 3,3 37 Ninguno normal
(continuacion)
Puntuacion
Estudio Virus Ensayados | Titulacion* Ciliar Rifiones Traquea
B BI-M41 3,3 40 Amarillentos, nefritis leve normal
Bl H120 6,0 16 Amarillentos, nefritis leve mucus,
a moderada traqueitis
L-1148(p25) 6,0 13 Nefritis leve a moderada mucus,
traqueitis
L-1148(p50) 6,0 22 Nefritis leve a moderada Traqueitis
L-1148(p80) 6,0 3 Nefritis leve Normal
C L-1148(p65) 6,0 18 Ninguno 1x mucus
* Titulacién expresada en log DIHso por dosis

Los resultados muestran que IB-M41 (cepa virulenta) tuvo una puntuacion ciliar elevada; la puntuacién maxima que
puede alcanzarse es de 40. La cepa Bl 1449-10 también tuvo una puntuacioén ciliar elevada. La cepa de vacuna BI
H120 tuvo una puntuacion baja que cumple con los requisitos reguladores (por ejemplo, menos de 25). El pase 8 de
la cepa Bl L-1148 tuvo una puntuacion elevada de 39 en el estudio A. Hubo una fuerte disminucién a 18 en el nivel
del pase 25. En los niveles de los pases 40 y 50 hubo aumentos en la puntuacién de ciliostasis a 31 para p50 en el
estudio A. Todas las muestras de la cepa Bl L-1148 ensayadas en el estudio A estaban contaminadas con un virus
de la EN. Los niveles de los pases 25 y 50 se ensayaron de nuevo después de eliminar la contaminacién de EN.
Esta vez, las puntuaciones de ciliostasis fueron claramente inferiores y dentro del intervalo aceptable para una cepa
de vacuna. En el estudio B también se ensayd el pase 80. Este pase parecié proporcionar una puntuacion de
ciliostasis muy baja, mucho mas baja que la de Bl H120. Se preveia que el nivel de pase 80 pudiera atenuarse mas
alla de lo necesario para una cepa de vacuna inocua.

La tabla 7 también muestra resultados del examen de los rifiones y la traquea. La nefritis leve a moderada se
consideré aceptable siempre que fuera transitoria. La traqueitis se consideré aceptable solamente si ésta era
transitoria, se considerd lo mismo para el mucus en la traquea. Los resultados muestran que los pases 8, 25, 40 y 50
de Bl L-1148 afectaron a los rifiones, al igual que la cepa de la vacuna de referencia Bl H120, pero no tan grave
como la cepa Bl 1449-10. El pase 80 también tuvo algin efecto en los rifiones.

Después de analizar los resultados de los estudios A y B, se decidioé producir un lote de Bl L-1148 a nivel del pase
65 (es decir, L-1148(p65)) y evaluar la inocuidad de los virus resultantes. Los pases se prepararon desde el pase 50
hasta el pase 64 inoculando huevos, cada uno con 0,1 ml, de diluciones 100 veces de los sobrenadantes agrupados
de liquidos alantoideos procedentes del pase anterior, hasta el nivel del pase 64. Se produjo un gran lote en el nivel
de pase 65, bajo GMP. Los huevos se inocularon cada uno con 0,2 ml de una dilucion 1000 veces de liquido
alantoideo del nivel de pase 64. Después de 24 horas de incubacion a 37 °C, el liquido alantoideo se recogi6 en
grupos. Se extrajo una muestra de uno de los grupos se tituld y se sometié a un ensayo de inocuidad. Los resultados
se resumen en la Tabla 7 (estudio C). Los resultados muestran que la puntuacién promedio de ciliostasis era de 18,
que es similar a la observada en los ensayos anteriores para Bl H120. No se observé nefritis y se encontré algo de
mucus en la traquea, solamente en uno de los 15 pollos.

Conclusién

Este ejemplo demuestra que pueden producirse cepas para vacunas inocuas contra virus similares a QX-Bl por la
realizacion de pases de una cepa similar a QX-Bl en huevos de pollo en estado embrionario en veces mdltiples. En
este Ejemplo, niveles de pases desde 25 a 80 produjeron virus atenuados con perfiles de inocuidad a la par con una
vacuna contra la Bl aceptable conocida.

Ejemplo 4: EFICACIA DE VACUNAS DERIVADAS DE LA CEPA SIMILAR A QX-BI, L-1148

En este ejemplo, se evalud la eficacia de dos cepas de vacunas derivadas de la cepa similar a QX-BI, L-1148. Las
cepas de vacunas ensayadas fueron L-1148(p65) y L-1148(p80) (véase el Ejemplo 3).

Se vacunaron pollos de tipo de capa SPE de un dia de edad por pulverizacion (0,5 ml por dosis). Dos semanas
después de la vacunacion, cada pollo se expuso a una dosis de 1049 DIHso de la cepa D388 de la Bl (una cepa
similar a QX-BlI virulenta aislada en los Paises Bajos).

La actividad ciliar de los explantes traqueales se examind 5 dias después de la exposicion. Inmediatamente después
de la muerte se extirpd la traquea, se aclard y se conservd en solucion salina fisiolégica a 37 °C hasta posterior
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procesamiento. Se cortaron manualmente pequefias secciones transversales de la traquea. Se examiné la actividad
ciliar de 3 secciones de la parte superior, 4 secciones de la parte media y 3 secciones de la parte inferior de la
traquea al microscopio de bajo aumento.

La actividad ciliar se puntué usando los siguientes criterios de clasificacion:

Puntuacion  Criterios
0 >50 % de la seccion de la traquea muestra actividad ciliar.
1 <50 % de la seccion de la traquea muestra actividad ciliar.
5
Para una seccion traqueal determinada, la actividad ciliar se consideré normal cuando al menos el 50 % (puntuacion
0) del anillo interno mostré movimiento ciliar vigoroso. Se consideré que un pollo no estaba afectado si no menos de
9 de 10 anillos mostraron actividad ciliar normal. El ensayo no fue valido si las secciones traqueales se examinaron
microscopicamente mas de dos horas después del muestreo de las traqueas.
10 En la Tabla 8 se resumen los resultados
Tabla 8: Resumen del estudio de eficacia
Vacuna DIHso por dosis Exposicion N protegidos/N total
Ninguna -- No 19/20
Ninguna -- Si 0/20
1033 Si 20/20
L-1148(p65) 1030 Si 20/21
P 1027 Si 20/20
1024 Si 0/20
L-1148(p80) 1033 Si 17/20
En el grupo de control no vacunado y no expuesto, uno de los 20 pollos mostré una disminucion de la actividad ciliar
sin razones concretas. En los otros pollos, el movimiento ciliar era normal. En el grupo expuesto no vacunado, todos
15 los pollos mostraron disminucion de la actividad ciliar. En los grupos vacunados con L-1148(p65) y L1148(p80), la
proteccion fue mejor que la prescrita por autoridades reguladoras (por ejemplo, al menos un 80 % de proteccion)
excepto en el grupo vacunado con 1024 DIHso de L-1148(p65) en el que no se observo proteccion.
Este Ejemplo demuestra la eficacia de las cepas de vacunas derivadas de cepas similares a QX-BI por la realizacion
de pases en serie.
20 Ejemplo 5: EVALUACION DE INOCUIDAD DE CEPAS DE VACUNAS SIMILARES A QX-Bl ADICIONALES
INTRODUCCION
En este ejemplo se evalué la inocuidad de la cepa similar a QX-BI L-1148(p80) (denominada también en el presente
documento “Virus de Semilla Maestra” o “VSM-p80”) en pollos junto con la cepa L-1148 a nivel del pase 101 ("L-
1148(p101)") y la cepa 1449-2 a nivel del pase 18 ("1149-2(p18)"). Se dividieron 250 pollos, Leghorn White hembra
25 sanos, en cinco grupos de 50 pollos cada uno, este Ejemplo se usé de acuerdo con el estudio disefiado mostrado en

la Tabla 9.
Tabla 9: Disefio del Estudio

Grupo N° | N° de aves Vacuna Edad de vacunacién
1 50 MSV-p80 Dia de la eclosion
2 50 MSV-p80 7 dias de edad
3 50 L-1148(p101) Dia de la eclosion
4 50 1449-2(p18) Dia de la eclosion
5 50 Diluyente solo control | Dia de la eclosion

La vacunacion se realizd por la via oculonasal, recibiendo cada pollo la vacuna correspondiente en un volumen de

30 0,2 ml (0,1 ml en cada ojo). Todas las vacunas se administraron a una dosis de 10%° DIHs¢/ave.
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Durante el estudio, las aves se observaron diariamente para determinar los sintomas clinicos. Se registré cualquier
indicio clinico o mortalidad. Las aves que murieron durante el indicio clinico se sometieron a examen post morten.

Los oviductos se examinaron a las 11 semanas de edad, excepto los de las gallinas de grupo 2 que se examinaron a
las 12 semanas de edad. Se realizé la eutanasia de las gallinas y se abri6 la cavidad celémica y el oviducto
completo se examind macroscopicamente externa e internamente (diseccionandolo longitudinalmente con unas
tijeras) para determinar la presencia de quistes, estenosis, deformacion o aplasia.

RESULTADOS
Los resultados de mortalidad se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10: Resultados de Mortalidad

Grupo N°. Vacuna Mortalidad | Porcentaje
1 MSV-p80 2 de 50 4%

2 MSV-p80 1 de 50 2%

3 L-1148(p101) 6 de 50 12%

4 1449-2(p18) 11 de 50 22 %

5 Diluyente solamente control | 0 de 50 0%

Los resultados del examen del oviducto se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11: Examen de Oviductos Post Mortem

Grupo Vacuna Edad de vacunacion quistioc \gg;%%;cos Porcentaje
1 MSV-p80 Dia de incubacion 6 de 48 12,5 %

2 MSV-p80 7 dias de edad 0 de 49 0 %

3 L-1148(p101) Dia de eclosion 4 de 43 9,3 %

4 1449-2(p18) Dia de eclosion 2de 39 51%

5 Diluyente solo control | Dia de eclosion 0 de 50 0%

En el grupo 1, 6 de 48 pollos (12,5 %) presentaron oviductos quisticos y aplasia en el segmento superior. Un pollo
presentd un pequefio quiste de 4,4 mm de diametro. Este se localizd cerca de la pared y no afectd a la estructura
tubular del oviducto.

En el grupo 2, los 49 pollos supervivientes presentaron un ovario y oviducto normales. Un pollo presenté un pequefio
quiste de 2,4 x 4,1 mm. Este se encontraba cerca del ovario pero no afecto a la estructura tubular del oviducto.

En el grupo 3, 4 de 43 pollos (9,3 %) presentaron oviductos quisticos y aplasia del segmento superior.
En el grupo 4, 2 de 39 pollos (5,13 %) presentaron oviductos quisticos y aplasia del segmento superior.
DISCUSION

La mortalidad relativamente baja y la escasa aparicion de oviductos quisticos-aplasicos observados en las aves
vacunadas con las vacunas del ensayo indica que estas vacunas son generalmente inocuas. La vacuna de VSM-p80
administrada a gallinas de 7 dias de edad parecio tener un perfil de inocuidad particularmente bueno y cumple con
los requisitos de seguridad de la Farmacopea Europea.

Ejemplo 6: REVERSION PARA ESTUDIO DE VIRULENCIA
INTRODUCCION

Como se indica en el Ejemplo 5, la cepa similar a QX-BI, L-1148(p80) se denominé Virus de Semilla Maestra o
“VSM-p80”. En este ejemplo, se evalud la predisposicion del MSV-80 y su derivado “VSM+1BP” sometido a retro-
pases para revertir la virulencia.

En este ejemplo se usaron las siguientes vacunas

(A) IB-QX VSM-p80 (es decir L-1148(p80)) en una dosis de 1080 DIHs, por pollo.
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(B) IB-QX VSMp80 sometida a retro-pases recuperada después de realizar 1 retro-pase en pollos (“VSM+1BP”)
en una dosis de 10%° DIHso por pollo. El procedimiento de realizacién de retro-pases es el siguiente: (i) 5 pollos
SPE de 14 dias se vacunaron mediante colirio con 0,1 ml que contenia 10*° DIHsy por dosis de VSM-p80; (ii)
Cuatro dias después de la vacunacion se realizd la eutanasia de los pollos y se prepard una suspension de la
mucosa traqueal; (iii) La suspension traqueal se inoculé a un segundo grupo de 5 pollos SPE de 14 dias. Las
muestras de la mucosa traqueal se ensayaron para determinar la presencia del virus por RT-PCR e inoculacion
en huevos. En la primera realizacién de retro-pases en los pollos, el virus se detecté por PCR y por inoculacion
en huevos; sin embargo, no pudo detectarse ningun virus en la segunda realizacion de retro-pase en los pollos.
El virus obtenido de las muestras de la mucosa traqueal en el primer pase en los pollos se amplifico y se
denominé VSM+1BP.

Un total de 51 pollos SPE de un dia se dividieron en tres grupos y se vacunaron de acuerdo con el disefio del
estudio mostrado en la Tabla 12.

Tabla 12: Disefno del Estudio

Grupo | N°de pollos Vacuna Dosis Volumen
1 17 VSM-p80 1080 DIHso 0,1 ml

2 17 VSM+1BP 1080 DIHso 0,1 ml

3 6 Controles no vacunados | -- -

La vacunacion se realizd por via oculonasal, recibiendo cada pollo la correspondiente vacuna en volumen de 0,1 ml
(0,05 ml en cada 0jo).

Se examino la actividad ciliar de explantes traqueales los dias 5, 7 y 10 después de la vacunacién. Se realizo la
eutanasia de los pollos por inhalacion de CO- al 100 %. Inmediatamente después de la muerte, se extirpé la traquea
y se aclaré con y se almacend en solucion salina fisiolégica a 37 °C hasta posterior procesamiento. Se realizaron
secciones transversales de 0,6 mm de las traqueas usando un cortador de tejidos Mcllwain (Mickle Laboratory
Engineering Co., Ltd., Surrey, UK). Las secciones transversales de la traquea se combinaron con 2,0 ml de solucion
salina fisiolégica a 37 °C en una placa de Petri. Se examiné la actividad ciliar de 3 secciones de la parte superior, 4
secciones de la parte media y 3 secciones de la parte inferior de las traqueas con un microscopio de bajo aumento.
Se examinaron todos los explantes traqueales en las 2 horas después del muestreo. La actividad ciliar se puntué en
una escala de 0 a 4 usando las siguientes definiciones:

PUNTUACION DEFINICION

0 En todo el corte traqueal los cilios mostraron actividad.

1 Los cilios de mas del 67 % pero menos del 100 % del corte traqueal mostraron
actividad.

2 Los cilios del 33 % al 67 % de la traquea mostraron actividad.

3 Los cilios de menos de 33 % pero mas del 0 % del corte traqueal mostraron
actividad.

4 En todo el corte traqueal los cilios no mostraron actividad

Se evaluaron pollos de cada grupo para (a) la actividad ciliar de explantes traqueales, (b) examen patoldgico
general, (c) histologia de los rifiones y (d) serologia. La ciliostasis se calcul6 dividiendo la suma de las puntuaciones
de las secciones traqueales que mostraron cese por el numero de pollos por grupo. Para el examen patolégico
general, se realizd la necropsia de cada pollo para determinar cualquier anomalia que podria relacionarse con la
vacuna. Se realiz6 el examen histolégico de tejidos renales fijados con formalina y los hallazgos se registraron como:
sin nefritis, nefritis leve, moderada o grave. Para el analisis seroldgico, se realizd una neutralizacion de suero y
ensayos de ELISA en suero recogido de diez pollos de un dia de edad.

RESULTADOS
1. Indicios clinicos

Durante el estudio, no se observaron indicios clinicos atribuibles al VSM-p80 o al VSM+1BP. Sin embargo, se
encontré un pollo muerto vacunado con VSM-p80 2 después de la vacunacion. En la necropsia se observé traqueitis
y neumonia. Se determiné que la causa de la muerte fue por asfixia debido a una gran cantidad de mucus en la
traquea. Se considerd que la bronquitis infecciosa era una causa improbable de muerte porque ninguno de los otros

19



10

15

20

25

30

35

40

ES 2702 089 T3

pollos mostré ningun indicio clinico y la muerte se produjo solamente 2 dias después de la vacunacion, un periodo
de tiempo que es mucho menor que el periodo de incubacion para Bl (4 dias).

2. Actividad Ciliar

En la Tabla 13 se presentan las puntuaciones de ciliostasis los dias 5, 7 y 10 después de la vacunacion. Con la
excepcion de una muestra traqueal de una seccion, no hubo cese de actividad ciliar en ninguna de las muestras
traqueales recogidas el dia 5 después de la vacunaciéon. Sin embargo, los dias 7 y 15, se observé un grado
relativamente pequefio del cese de actividad ciliar en ambos grupos. Las puntuaciones de ciliostasis promedio eran
de 15y 10 para el VSM-p80 y el VSM+1BP, respectivamente.

3. Examen patoldgico e histologia de la traquea y rifiones

Excepto algo de palidez no especifica en los rifiones, no se observaron anomalias microscépicas ni en las traqueas
ni en los rifiones. (Véase la Tabla 13). Se observd alguna infiltracion linfocelular intersticial durante el examen
histopatologico de las muestras renales. La ausencia de otras lesiones (degeneraciéon granular, vacuolacion y
descamacion del epitelio tubular y ausencia de infiltracion masiva de heterdfilos) sugirié que la infiltracion linfocitica
observada se debe mas probablemente al inicio de una respuesta inmune.

Tabla 13. Puntuaciones de Ciliostasis

Puntuacién de Ciliostasis

. . - : Rifiones
Vacuna dias después de la vacunacién Traquea

5 7 10 Promedio (anomalia macroscopica) Anomalia macroscépica Nefritis
VSM+1BP | 0,0 | 14,8 | 16,4 | 10 Normal Normal Ninguno
VSM-p80 02 | 374 | 84 15 Normal Normal Ninguno
Ninguna 0,0 | 0,0 0,2 0 Normal Normal Ninguno
4. Serologia

En los pre-sueros no se detectaron anticuerpos contra el Virus de la Bronquitis Infecciosa (datos no mostrados).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las puntuaciones de ciliostasis promedio para los pollos vacunados con VSM-p80 y VSM+1BP eran inferiores a 25y
ningun pollo mostré indicios clinicos destacables de bronquitis infecciosa aviar. Se puede llegar a la conclusion de
que el VSM-p80 (es decir L-1148(p80)) es inocuo en el tracto respiratorio y los rifiones y cumple con los requisitos
convencionales. Adicionalmente, no se indica un aumento de virulencia del VSM-p80 después de la realizacién de
retro-pases en los pollos.

Ejemplo 7: EFICACIA Y DOSIS PROTECTORA MINIMA DE VACUNAS SIMILARES A QX-BI
INTRODUCCION

En este ejemplo, se determind la dosis protectora minima de cuatro vacunas similares de QX-BI en pollos expuestos
a un virus similar a QX-BI virulento.

En este ejemplo se usaron las siguientes vacunas vivas:

(1) el VSM-p80 sometido a pases dos veces adicionales, denominado en el presente documento "VSM-p80 X+2"
(que por lo tanto se ha sometido a pases un total de 82 veces);

(2) el VSM-p80 sometido a pases cinco veces adicionales, denominado en el presente documento "VSM-p80
X+5" (que se ha sometido a pases un total de 85 veces);

(3) la cepa L-1148 sometida a pases 101 veces, denominada en el presente documento L-1148(p101); y
(4) la cepa 1449-2 sometida a pases 19 veces, denominada en el presente documento 1449-2(p19).

En este estudio se uso un total de 208 pollos SPE sanos de un dia. Los pollos se vacunaron con diferentes dosis de
las vacunas anteriormente mencionadas por pulverizacion grosera (usando un pulverizador de flores disponible en el
mercado). 21 dias después de la vacunacién se expuso a los pollos a 10*° DIHsy de la cepa similar a QX-BI
virulenta, D388 mediante un colirio (0,05 ml en cada ojo). Cinco dias después de la exposicion se determind la
actividad ciliar en explantes traqueales en 20 pollos. Se extrajo sangre el dia de la vacunacion y 21 dias después de
la vacunacién. En la Tabla 14 se resume el disefio experimental.
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Tabla 14. Diseio Experimental

i Sucesos (dia de vida
Grupo Vacuna Cantidad por | o ( )
dosis 1 21 26
1 VSM-p80 X+2 1030 DIHso 22
2 VSM -p80 X+5 | 10%7 DIHso 22
3 VSM -p80 X+5 | 1039 DIHso 22 .
4 VSM -p80 X+5 | 10°3 DIHg, | 22 | Yacunaciony .| ECTy Muestreo de
Serologia Exposicion (n = o tra

5 VSM -p80 X+2 1033 DIHso 22 20) y Serologia rinones y traqueas
6 1449-2(p19) 1033 DIHso 22
7 L-1148(p101) 1033 DIHso 22
8 no vacunado/ N/A 22 | Serologia

expuesto
9 no vacunado/ N/A 22 | Serologia Serologia

expuesto

Cinco dias después de la exposicion, se examind la actividad ciliar de los explantes traqueales en 20 pollos. A los
pollos se les realiz6 la eutanasia e inmediatamente después de la muerte se extirpé la traquea, se aclard con y se
conservo en solucion salina fisiolégica a 37 °C hasta posterior procesamiento. Se cortaron a mano pequefas
secciones transversales de la traquea. Se examind la actividad ciliar de tres secciones de la parte superior, cuatro
secciones de la parte media y tres secciones de la parte inferior de la traquea con un microscopio de bajo aumento.
La actividad ciliar se punttuo usando los siguientes criterios de clasificacion:

PUNTUACION CRITERIOS
0 Al menos el 50 % de las secciones traqueales mostraron actividad ciliar.
1 Menos del 50 % de las secciones traqueales mostré actividad ciliar.

Para una seccion traqueal determinada, se consideré una actividad ciliar normal cuando al menos el 50 %
(puntuacion 0) del anillo interno mostré un movimiento ciliar vigoroso. Se considerd que un pollo no esta afectado si
no menos de 9 de los 10 anillos mostraban actividad ciliar normal. El ensayo no se considero valido si las secciones
traqueales se examinaron microscopicamente mas de 2 horas después del muestreo de las traqueas.

Se realiz6 la necropsia en cada pollo 5 dias después de la exposicién para determinar cualquier anomalia en los
rinones que pudiera ser un resultado de la infeccion por el VBI. Para puntuar los hallazgos macroscopicos en los
riflones, se usaron los siguientes criterios: normal = n. a.; inflamacién, rifiones amarillos o cristales de urato = 1.

RESULTADOS
1. Indicios clinicos después de la vacunacion
En la Tabla 15 se resumen los resultados del examen ciliar y patolégico general.

Tabla 15. Resultados del ensayo de movimiento ciliar y otras observaciones

Otras observaciones
grupo Vacuna Cantidad por dosis Protegidos/Total (%) Rifiones | Traquea
1 VSM-p80 X+2 1030 DIHs0 18/19 (95) Ninguna Ninguna
2 VSM -p80 X+5 1027 DIHso 0/20 (0) Ninguna Ninguna
3 VSM -p80 X+5 1030 DIHso 17/20 (85) Ninguna Ninguna
4 VSM -p80 X+5 10323 DIHso 17/20 (85) Ninguna Ninguna
5 VSM -p80 X+2 10323 DIHso 18/20 (90) Ninguna Ninguna
6 1449-2(p19) 10%3 DIHso 20/20 (100) 1/20* Ninguna
7 L-1148(p101) 10323 DIHso 13/20 (65) Ninguna Ninguna
8 no vacunado/ expuesto N/A 0/20 (0) Ninguna Ninguna
9 no vacunado/ expuesto N/A 20/20 (100) Ninguna Ninguna
*Uno de los pollos tuvo lesiones renales.
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Los resultados mostrados en la Tabla 15 muestran que la vacuna VSM-p80 es eficaz siempre que se use una dosis
de 1030 DIHso 0 mas. Una dosis de 10%7 DIHso no induce proteccién. Existié una pequefia diferencia, no significativa,
en cuanto a la proteccion generada por VSM-p80 X+2 y VSM-p80 X+5; en este estudio X+2 proporciond una
proteccion algo mejor que X+5. La cepa L-1148(p101) proporcion6 menos proteccion que los niveles con menores
pases.

RESUMEN

Este Ejemplo demuestra adicionalmente la inocuidad y eficacia de vacunas derivadas del QX-BI, VSM-p80.
Ejemplo 8: PROPAGACION DEL QX-Bl ATENUADO ENTRE POLLOS Y DISEMINACION EN EL CUERPO
INTRODUCCION

Este ejemplo investigo la diseminacion de la cepa de la vacuna QX-Bl, VSM-p80 QX-BI el cuerpo y la propagacion
de VSM-p80 QX-BI en pollos no vacunados.

Disefio Experimental
1. Animales

Se dividié un total de 165 pollos SPE en los grupos mostrados en la Tabla 16. Los pollos se alojaron de acuerdo con
procedimientos normales. El alimento y el agua estaban disponibles a discrecion. Durante el estudio, todos los pollos
se observaron para determinar indicios clinicos.

Tabla 16. Animales

Grupo Edad (n) Descripcion
. Vacunado con 10%° DIHso VSM-p80 QX-BI por pollo. Se afiadieron 30 pollos
1 1 dia (55) . . e
al grupo 2 tres dias después de la vacunacion.
2 7 dias (35) Pollos no vacunados.
3 14 dias (35) Pollos nqlvacunados (se afadieron al grupo 2, 14 dias después de la
vacunacion del grupo 1).
. Pollos no vacunados (se anadieron al grupo 2, 7 dias después de la
4 1 dia (30) -
vacunacion del grupo 1).
5 1 dia (10) Usados para la extraccion de sangre

2. Procedimientos
2.1 Vacunacion

Se diluyd un vial de VSM-p80 QX-BI que contenia 1082 DIHso, en 157,5 ml de tampdn y usé en las 2 horas de
preparacion. Los pollos del grupo 1 de 1 dia se vacunaron, mediante colirio, con 0,1 ml de virus diluido (10%° DIHsg
de VMS-p80 QX-BI por pollo). Después de la vacunacion, las muestras de vacunas usadas se conservaron a -50 °C.
Se realizé la titulacidn inversa para determinar la titulacion de virus en la vacuna administrada. Se observé que la
vacuna administrada contenia 108°” DIHso de QX-BI por ml, correspondiente a una dosis de 10%% DIHsq por pollo.

2.2 Disefio Experimental

Los pollos del grupo 1 se vacunaron con VSM-p80 QX-BI. Tres dias después de la vacunacion, 30 pollos vacunados
del grupo 1 se afiadieron a una unidad de contencion que contenia 35 pollos no vacunados del grupo 2 de la misma
edad y origen. Siete dias después de la vacunacion, se afiadié un grupo de 30 pollos no vacunados del grupo 4 a la
unidad de contencion. Catorce dias después de la vacunacion, 35 pollos no vacunados del grupo 3 de la misma
edad y origen que los pollos vacunados se afiadieron a la unidad de contencién. A intervalos regulares, 2 pollos de
cada uno de los grupos 2 - 4 se sacrificaron por inhalacion de CO, al 100 % y para determinar la presencia del VBI,
se tomaron muestras de la bursa, duodeno, pulmén, rifién, pancreas y traquea.

El VBl se detectd en muestras de 6rganos por tincion inmunohistoquimica para el epitopo del VBI 48,4 (una
nucleoproteina) de muestras fijadas con formalina. Después del sacrificio de los pollos, se tomd una muestra de
frotis de la cloaca y de la orofaringe.

La presencia de QX Bl en los frotis se detectd por PCR usando un kit para qRT-PCR de una etapa SuperScriptTM llI
de Invitrogen. Las mezclas de la PCR contenian 25 pl de mezcla 2x, 18 yl de agua, 1 yl de Taq platino, 2 pl de
cebador directo, 2 pl cebador inverso y 2 ul de molde (ARN). Se usaron los siguientes cebadores:

Cebadores comunes para el VBI
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SX3 + A/B directo 5-TAATACTGGYAATTTTTCAGATGG-3' (SEQ ID NO: 5)
SX4 —inverso 5-AATACAGATTGCTTACACCACC-3' (SEQ ID NO: 6)

Cebadores especificos para QX-BI

Alg-QX-139 directo 5-GCTTATGCAGTAGTCAAT-3' (SEQ ID NO: 7)

Alg-QX-394-inverso 5-CACGTGGAATCATGCCTGTTAT-3' (SEQ ID NO: 8)
Como molde se usé ARN de la traquea. El virus se usé como control positivo.
Se realiz6 RT-PCR de acuerdo con el siguiente programa:

. 30 min 50°C

. 10 min 95°C

. 30 sec 95°C

. 30 sec 50°C

. 45 sec 72°C, etapas 3-5 para 40 ciclos
. 7min 72°C

.5 min 4°C

NO AR WN >

Los productos de la RT-PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa.

Se tomaron muestras de sangre de 10 pollos de 1 dia, y el dia 21 del estudio de 10 pollos de cada uno de los grupos
1, 2, 3y 4. La sangre se extrajo decapitando a los pollos de 1 dia o por puncién de la vena del ala. Las titulaciones
de los anticuerpos se determinaron con el kit de ensayo de anticuerpos contra el VBl Flockchek™ disponible en
IDEXX, Estados Unidos o el kit de IH-BI Flockscreen™ de X-Ovo, Francia.

3. Resultados

En La Tabla 17 se resumen los resultados.

Dias después de la vacunacion

Grupo Procedimiento Organo 2|1 4|79 |1 |14 |16 | 18 | 21 | 23

Bursa - - - - - - -

Duodeno - - - - - - -

Pulmon - - - - - - -
Immuno-histologia

Raon | - | - | - | - | - | - | -

Pancreas -+ - - - - -

Traquea S I T I - -

Frotis de
cloaca
PCR

Frotis de
laringe
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Dias después del primer contacto con pollos vacunados

Grupo | Procedimiento Organo 1 4 6 8 1 13 15 18 20

Bursa - - - - - - -

Duodeno - - - - - - -

Immuno- Pulmon ) ) ) ) ) ) )

histologia

Rifidn - - - - - - -

Pancreas - - - - + N N

Traquea - - - + - - -

Frotis de

cloaca
PCR

Frotis de
laringe

Dias después del primer contacto con pollos vacunados

Grupo | Procedimiento Organo 2 4 7 9 1 14

Bursa -

Duodeno -

Immuno- Pulmén -

histologia

Rifién -

Pancreas -

Traquea -

Frotis de
cloaca
PCR

Frotis de
laringe

Bursa - - - -

Duodeno - - - -

— Pulmén - - - -

histologia

Rifion - - - -

Pancreas - - - -

Traquea - - - -

Frotis de
cloaca
PCR

Frotis de
laringe
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Durante el estudio no se observaron indicios respiratorios u otros indicios clinicos que indicasen Bl. En el grupo 2
murié un pollo debido a inflamacién en el saco vitelino. En el grupo 1 murié un pollo debido a canibalismo. Para los
ensayos serolégicos, se realizaron ensayos de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH) con el antigeno 793B Bl ya que
el antigeno QX Bl no dio buena hemoaglutinacion. No se detectaron anticuerpos contra la Bl en ninguno de los
sueros mediante el ensayo de IH o ELISA.

La tincion en el EIH detecté QX Bl en las traqueas de los pollos de 4-11 dias y en el pancreas el dia 4 y 11 después
de la primera exposicion al virus. La tincién en el EIH no detecto QX Bl en la bursa, duodeno, pulmones o rifiones.

La presencia de QX Bl se detectd por tincion en el EIH y PCR de frotis de laringe y cloaca de todos los grupos. La Bl
se detectd por PCR en frotis de cloaca y laringe de 2-15 dias después de la primera exposicion a QX BI. Los frotis
de laringe fueron positivos QX Bl mas frecuentemente que los frotis de cloaca.

4. Discusioén
4.1 Diseminacioén

La deteccion de QX Bl en la traquea era de esperar, ya que el tracto respiratorio superior es el sitio principal de la
replicacion de VBI. Posteriormente se produce viremia y el virus se disemina a otros tejidos. Esto se demostro por la
deteccion QX-BIl en el pancreas. Aunque el VBI es principalmente un virus epiteliotrépico, el QX-Bl en el nivel de
pase 80 no pudo detectarse en los rifiones o en los pulmones, sugiriendo que el virus se eliminé de estos 6rganos a
la dosis de vacuna administrada de 10%° DIHso por pollo. En estudios de inocuidad de QX Bl con el mismo nivel de
pase en el que los pollos se vacunaron con QX Bl 108° DIHs, por pollo, el virus se detecto en los rifiones y pulmones
durante 10 dias después de la vacunacion. En el presente estudio, QX Bl se detectoé en la traquea durante 11 dias y
en la laringe durante 15 dias. Informes bibliograficos encontraron que la Bl pudo detectarse en la traquea durante 5-
10 dias después de la infeccion durante la fase clinica y durante hasta 28 dias después de la infeccion en la traquea.
Aungue QX Bl se detecto en el pancreas no se observé ninguna anomalia durante el examen patologico general.

4.2 Propagacion

La propagacion QX Bl se demostré claramente ya que la presencia de QX Bl se detecté en todos los grupos no
vacunados.

4.3 Inocuidad

En el nivel de pase 80, el QX Bl administrado, por colirio, a una dosis 1057 DIHso por pollo, no causo ningun indicio
clinico relacionado con la vacuna después de la vacunacién. No se observaron indicios clinicos de Bl en pollos no
vacunados que estaban infectados por QX Bl después de la exposicion a pollos vacunados.

5. Conclusioén

Después de la vacunacion, se produjo una multiplicacion del virus VSM-p80 de QX Bl en la traquea y el QX Bl se
disemind a otros 6rganos. La propagacion del VSM-p80 de QX Bl se propag6 entre pollos al menos una vez. El
VSM-p80 de QX Bl y la vacuna, que se sometié a pases entre los grupos, eran inocuos.

Ejemplo 9: Vacunacion combinada con vacunas MM Bl y QX BI

La eficacia de la vacunacion combinada con MM BI y vacunas QX Bl se ensayd en pollos SPE. Los pollos se
vacunaron con la vacuna Poulvac MMBI (Fort Dodge Animal Health) el dia 0 y el dia 14 con vacuna viva QX Bl. Las
cepas vacunadas se expusieron a la cepa IT02 de la Bl el dia 14 y a la cepa 793B de la Bl el dia 35. Los resultados
de la vacunacién se determinaron por andlisis de ensayos de ciliostasis (ECT) de secciones traqueales y
determinacién de patologias en el rifién. Los pollos vacunados se protegieron completamente de la exposicion con
las cepas IT02 y 793.

En la tabla 18 se proporciona un resumen del protocolo de vacunacion respectivo y sus resultados.

Tabla 18.
Vacunacion
Dia 1 Dia 14 | Exposiciéon | ETC | Lesiones Renales
1 MM BI QX BI 793B BI 0 0,8
2 MM BI QX BI IT 02 BI 0 0,0
3 | CebadorBI | QX BI 793B BI 0 0,0
4 Ninguna Ninguna IT 02 Bl 19,8 0,0
5 Ninguna Ninguna 793B Bl 29,4 0,8

25
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‘ 6 ‘ Ninguna ‘ Ninguna ‘ Ninguna ‘ 0 ‘ 0,0
(continuacion)
Vacunacion

Dia 1 Dia 14 Exposicion | ETC Lesiones
Renales

7 CibSiOQIB' Ninguna 793BBI | 2,5 0,8

Ninguna Ninguna 793B BI 0 1,2

Ninguna Ninguna Ninguna 0 0,0
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Phe

Gly

Ile

Leu

15

Tyr

Ala

Ala

Val

Lys

95

Phe

Asp

Leu

Tyr

Gln

Glu
560

Cys

Gln

Tyr

His

Ala

80

Ser

Val



Thr

Ile

Phe

145

Phe

Val

Phe

Val

Asp

225

Phe

Lys

Thr

Gly

Tyr

305

Ser

Glu

Thr

His

Pro

130

Tyr

Gln

Phe

Lys

Leu

210

Asn

Ser

Phe

Asn

Val

290

Tyr

Asp

Thr

Tyr

Cys

115

Arg

Asn

Cys

Thr

Ala

195

Ala

Ser

Asp

Ile

Phe

275

Asn

Asn

Phe

Ile

Gly

Tyr

Asp

Leu

Val

Ser

180

Gly

Tyr

Pro

Gly

vVal

260

Thr

Thr

Phe

Met

Asn

340

Pro

Ser

His

Thr

Asn

165

Asn

Gly

Phe

Lys

Phe

245

Tyr

Phe

Phe

Asn

Tyr

325

Ser

Leu
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Gly

Ile

Val

150

Asn

Lys

Pro

Val

Gly

230

Tyr

Arg

Thr

His

Leu

310

Gly

Gly

Gln

Gly

Arg

135

Ser

Phe

Thr

Val

Asn

215

Leu

Pro

Glu

Asn

Leu

295

Ser

Ser

Leu

Gly

Ser

120

Ile

Val

Thr

Thr

Asn

200

Gly

Leu

Phe

Ser

Val

280

Tyr

Phe

Tyr

Trp

Gly

34

Gly

Ser

Ser

Ser

Asp

185

Tyr

Thr

Ala

Thr

Ser

265

Ser

Gln

Leu

His

Phe

345

Cys

Ser

Ala

Lys

Val

170

Val

Ser

Ala

Cys

Asn

250

Val

Asn

Thr

Ser

Pro

330

Asn

Lys

Cys

Met

Tyr

155

Tyr

Thr

Ile

Gln

Gln

235

Ser

Asn

Ala

Gln

Gln

315

Ser

Ser

Gln

Pro

Lys

140

Pro

Leu

Ser

Met

Asp

220

Tyr

Thr

Thr

Gln

Thr

300

Phe

Cys

Leu

Ser

Ile

125

Asn

Asn

Asn

Ala

Lys

205

Val

Asn

Leu

Thr

Pro

285

Ala

Val

Ser

Ser

Val

Thr

Gly

Phe

Gly

Gly

190

Glu

Ile

Thr

Val

Leu

270

Asn

Gln

Tyr

Phe

Val

350

Phe

Gly

Ser

Lys

Asp

175

Val

Phe

Leu

Gly

Arg

255

Ala

Ser

Ser

Lys

Arg

335

Ser

Ser

Met

Leu

Ser

160

Leu

Tyr

Lys

Cys

Asn

240

Glu

Leu

Gly

Gly

Ala

320

Pro

Leu

Gly



Lys

Lys

385

Leu

Glu

Lys

Thr

Gly
465

Gln

Val

Thr

Val

Asn

545

Pro

Val

<210>5

<211> 24
<212> ADN

Ala

370

Gly

Val

Pro

Cys

Asn

450

Leu

Gly

Asn

Ser

Lys

530

Val

Asp

Ala

355

Thr

Val

Tyr

Leu

Val

435

Val

Ala

Ile

Gln

Arg

515

Leu

Thr

Gly

Pro

Cys

Tyr

Val

Val

420

Ala

Thr

Ile

Tyr

Gln

500

Asn

Thr

Ser

Ser

Leu
580

Cys

Ser

Thr

405

Leu

Tyr

Asp

Leu

Gly

485

Phe

Glu

Asn

Cys

Leu

565

Leu
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Tyr

Gly

390

Lys

Thr

Asn

Ser

Asp

470

Leu

Val

Thr

Ser

Pro

550

Lys

Asn

Ala

375

Glu

Ser

Gln

Ile

Ala

455

Thr

Asn

Val

Gly

Ser

535

Tyr

Met

360

Tyr

Leu

Asp

Tyr

Tyr

440

Ala

Ser

Tyr

Ser

Ser

520

His

Val

Ile

<213> Cebador para virus de la bronquitis infecciosa
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Ser

Ser

Gly

Asn

425

Gly

Asn

Gly

Tyr

Gly

505

Glu

Arg

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

410

Tyr

Arg

Phe

Ala

Lys

490

Gly

Gln

Arg

Tyr

Pro
570

Lys

Asn

395

Arg

Asn

Val

Ser

Ile

475

Val

Asn

Val

Arg

Gly

555

Glu

Gly

380

Phe

Ile

Asn

Gly

Tyr

460

Asp

Asn

Ile

Glu

Arg

540

Arg

Glu

365

Pro

Glu

Gln

Ile

Gln

445

Leu

Val

Pro

Val

Asn

525

Ser

Phe

Leu

Met

Cys

Thr

Thr

430

Gly

Ala

Phe

Cys

Gly

510

Gln

Ile

Cys

Lys

Ala

Gly

Arg

415

Leu

Phe

Asp

Val

Glu

495

Ile

Phe

Gly

Ile

Gln
575

Cys

Leu

400

Thr

Asp

Ile

Gly

Val

480

Asp

Leu

Tyr

Gln

Glu

560

Phe



10

15

20

25

ES 2702 089 T3

<400> 5
taatactggy aatttttcag atgg 24

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Cebador para virus de la bronquitis infecciosa

<400> 6
aatacagatt gcttacacca cc 22

<210>7

<211>18

<212> ADN

<213> Cebador para virus de la bronquitis infecciosa

<400> 7
gcttatgcag tagtcaat 18

<210> 8

<211> 22

<212> ADN

<213> Cebador para virus de la bronquitis infecciosa

<400> 8
cacgtggaat catgcctgtt at 22
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de vacuna que comprende: (i) un virus de la bronquitis infecciosa (Bl) vivo y atenuado aislado
derivado de un virus similar a QX-BI, seleccionandose dicho virus atenuado aislado de las cepas denominadas
VSM65 L1148 QX BI que se depositdé en la Colecciéon Europea de Cultivos de Células (CECC) con el N.° de acceso
provisional 09061002, VSM80 L1148A QX Bl que se deposité en la CECC con el N.° de acceso provisional
09061004, VSM65 x+5 L1148A QX BI que se depositdé en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061003 , o
VSMB80 x+5 L1148A Bl QX que se depositd en la CECC con el N.° de acceso provisional 09061001; y (ii) un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

2. La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente:

(a) al menos un virus de la BI vivo atenuado adicional derivado de un virus que no tiene una proteina S1
codificada por una secuencia de nucleétidos que es al menos el 95 % idéntica ala SEQ ID NO: 1 0
(b) uno o mas componentes antigénicos adicionales derivados de un agente infeccioso distinto del virus de la Bl.

3. Una composiciéon de vacuna de la reivindicacion 1, para su uso en la vacunacion de un ave contra la bronquitis
infecciosa (BI).

4. Una composicion de vacuna como segun la reivindicacion 1, para su uso en la proteccion de un hospedador aviar
frente a un virus similar a QX de la bronquitis infecciosa (BI).

5. La vacuna para el uso de la reivindicacion 4, en el que dicho hospedador aviar es un pollo.

6. La vacuna para el uso de las reivindicaciones 4 o 5, en el que dicha vacuna se administra a través de un colirio o
por pulverizacion.

7. La vacuna para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que dicho virus QX o similar a QX se
atentia mediante el paso a través de huevos.

8. Una o mas de las cepas denominadas VSM65 L1148 QX BI (que se depositd en la Coleccion Europea de Cultivos
de Células (CECC) con el N.° de acceso provisional 09061002), VSM80 L1148A QX Bl (que se deposité en la CECC
con el nimero de acceso provisional 09061004), VSM65 x+5 L1148A QX BI (que se deposité en la CECC con el
numero de acceso provisional 09061003), o VSM80 x+5 L1148A QX Bl (que se depositd en la CECC con el numero
de acceso provisional 09061001), para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7.

9. Un virus de la bronquitis infecciosa (Bl) atenuado aislado derivado de un virus similar a QX-BlI, seleccionandose
dicho virus atenuado aislado de las cepas denominadas VSM65 L1148 QX Bl que se deposité en la Coleccion
Europea de Cultivos de Células (CECC) con el N.° de acceso provisional 09061002, VSM80 L1148A QX BI que se
deposité en la CECC con el N.° de acceso provisional 0961004, VSM65 x+5 L1148A QX BI que se deposité en la
CECC con el N.° de acceso provisional 09061003, o VSM80 x+5 L1148A QX Bl que se depositdé en la CECC con el
N.° de acceso provisional 09061001.
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