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DESCRIPCIÓN

Coronavirus de bovino atenuado y vacunas relacionadas

Campo de la invención5

La presente invención se refiere a novedosos aislados de coronavirus de bovino atenuados, a las composiciones 
que comprenden estos aislados y a los métodos de utilizar dichas composiciones en vacunas, incluyendo vacunas 
en vivo que ayudan en la protección contra la enfermedad respiratoria producida por coronavirus. La presente 
invención se refiere además a la administración de dichas vacunas, incluyendo la administración intranasal de dichas 10
vacunas.

Antecedentes de la invención

Un miembro de la familia Coronaviridae, del orden Nidovirales, y del género Coronavirus, el coronavirus de bovino 15
(BCoV) es un virus de ARN monocatenario de sentido positivo con una envoltura no segmentada que codifica: (i) 
una proteína espicular (proteína S), que es una glicoproteína superficial grande que comprende un dominio S1 y un 
dominio S2; (ii) una proteína de hemaglutinina-esterasa (HE), (iii) una proteína de membrana integral (M); (iv) una 
proteína de membrana pequeña (E); y (v) una proteína de nucleocápsida (N) [Fulton et al., Vaccine 31:886-892 
(2013)]. BCoV se asoció inicialmente con una enfermedad entérica neonatal en terneros, así como con disentería de 20
invierno en ganado vacuno adulto [Fulton et al., Vaccine 31:886-892 (2013)]. Posteriormente, se implicó a BCoV en 
las infecciones respiratorias tanto de terneros destetados recientemente como de en terneros de cebo [Plummer et 
al., JAVMA 225(5):726-731 (2004)]. En consecuencia, se ha descubierto que BCoV es un virus pneumoentérico que 
puede infectar el intestino y el tracto respiratorio superior e inferior del ganado vacuno, notificándose que el 
coronavirus entérico de bovino y el coronavirus respiratorio de bovino comprenden solo diferencias genéticas poco 25
importantes. De forma consistente, existe una ausencia de cualesquiera marcadores antigénicos o genéticos 
consistentes que distingan los aislados de BCoV en función de sus diferentes síndromes clínicos, así como una 
notificación de alto nivel de protección cruzada entre los aislados de coronavirus entérico de bovino y coronavirus 
respiratorio de bovino tras un estímulo in vivo [Saif, Vet.Clin.North Am Food Anim Pract. 210(26):349-364 (2010)].

30
Además, existe un número significativo de otros virus y bacterias diferentes que pueden infectar el ganado vacuno. 
Los virus incluyen los virus de la diarrea vírica de bovino de tipos 1 y 2, (BVDV1, o alternativamente BVD1; y BVDV2, 
o alternativamente BVD2), el virus de la rinotraqueitis infecciosa de bovino (IBR), el virus paragripal de tipo 3 (PI3), el 
virus sincitial respiratorio de bovino (BRSV), y el virus de la fiebre del valle del Rift (RVFV). Las bacterias que pueden 
infectar el ganado vacuno incluyen la Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, y 35
Mycoplasma bovis.

Se acepta ahora de manera amplia que el mejor modo de prevenir una enfermedad debida a infecciones bacterianas 
o víricas en bovinos es vacunarlos contra estos patógenos. Además, se pueden administrar de forma segura 
vacunas víricas o bacterianas atenuadas multivalentes vivas que limiten el número de inyecciones de vacunas 40
requerido. En consecuencia, están comercialmente disponibles vacunas víricas multivalentes vivas que protegen 
contra BVDV1 y BVDV2, IBR, PI3, y/o BRSV. Sorprendentemente, sin embargo, hasta ahora, las vacunas 
comerciales no habían contenido un coronavirus de bovino atenuado vivo que se ha comprobado que ayuda contra 
la enfermedad respiratoria y la enfermedad entérica producidas por coronavirus. Por tanto, sigue existiendo 
necesidad de obtener un coronavirus de bovino adecuado para una vacuna (o una vacuna multivalente) para ayudar 45
en la protección de los terneros y el ganado vacuno de las infecciones respiratorias e infecciones entéricas debidas a 
BCoV.

n.º de reg. EMBL. EF424616 describe un BCoV que tiene 95 % de identidad de la secuencia de aminoácidos con 
algunas de las proteínas estructurales del BCoV de la invención. El n.º de reg. ADV96528 de Geneseq describe un 50
BCoV que tiene la SEQ ID NO. 7 y 8, y que tiene un 99 % de identidad de la secuencia de aminoácidos con algunas 
de las proteínas estructurales del BCoV de la invención. El WO 98/40097 describe un aislado de un Coronavirus 
respiratorio de bovino, sin embargo, no divulga su atenuación.

Sumario de la invención55

La invención es como se define en las reivindicaciones.

La presente invención proporciona coronavirus de bovino atenuados (BCoV) como se enumera en las 
reivindicaciones.60

El BCoV atenuado codifica uno o más de los siguientes: una proteína espicular que comprende la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 2 (o SEQ ID NO: 22), una glicoproteína de hemaglutinina-esterasa (HE) que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4 (o SEQ ID NO: 24), una proteína de membrana (M) que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, una proteína de la nucleocápsida (N) que comprende la 65
secuencia de aminoácido de SEQ ID NO: 10.
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En otras realizaciones más particulares, el BCoV atenuado codifica una proteína espicular que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2. En realizaciones aún más particulares, la proteína espicular del BCoV 
atenuado está codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 1.

5
En otras realizaciones más particulares, el BCoV atenuado codifica una glicoproteína de hemaglutinina-esterasa que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4. En realizaciones aún más particulares, la glicoproteína 
de hemaglutinina-esterasa del BCoV atenuado está codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 3.

En otras realizaciones más particulares, el BCoV atenuado codifica una proteína de membrana integral que 10
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6. En realizaciones aún más particulares, la proteína de 
membrana integral del BCoV atenuado está codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 5.

En otras realizaciones más particulares, el BCoV atenuado codifica una proteína de la nucleocápsida que 
comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10. En realizaciones aún más particulares, la proteína 15
espicular del BCoV atenuado está codificada por la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 9.

En realizaciones relacionadas, el BCoV atenuado es como se define en las reivindicaciones y se deriva de un 
aislado que tiene el número de depósito PTA-121515 de la ATCC. En otras realizaciones relacionadas el BCoV 
atenuado es como se define en las reivindicaciones y es la progenie de un aislado que tiene el número de depósito 20
PTA-121515 de la ATCC. En realizaciones más específicas, el BCoV atenuado es un aislado que tiene el número de 
depósito PTA-121515 de la ATCC. Todos los coronavirus de bovino atenuados (BCoV) de la presente invención se 
proporcionan también como BCoV aislados.

En un aspecto relacionado, la presente invención proporciona composiciones y vacunas inmunógenas que 25
comprenden uno o más de los BCoV atenuados de la presente invención. En realizaciones concretas, las 
composiciones y vacunas inmunógenas comprenden un BCoV atenuado vivo. En determinadas realizaciones, la 
vacuna ayuda en la prevención de la enfermedad respiratoria producida por BCoV. En realizaciones concretas, la 
vacuna ayuda en la prevención de la enfermedad entérica producida por BCoV. En otras realizaciones la vacuna 
ayuda en la prevención de la enfermedad respiratoria y la enfermedad entérica producidas por BCoV. En 30
determinadas realizaciones, la vacuna se almacena congelada de forma previa a la descongelación antes de su uso. 
En realizaciones alternativas, la vacuna se liofiliza, rehidratándose antes de la administración. En otras realizaciones, 
la vacuna se almacena como una vacuna estable líquida.

La presente invención proporciona además vacunas multivalentes. En realizaciones concretas, una vacuna 35
multivalente comprende un BCoV atenuado de la presente invención junto con uno o más virus adicionales tales 
como el virus de la diarrea vírica de bovino (BVDV), virus de la rinotraqueitis infecciosa de bovino (IBR), virus 
paragripal de tipo 3 (PI3), virus sincitial respiratorio de bovino (BRSV), virus de la fiebre del Valle del Rift (RVFV), o 
cualquier combinación de los mismos. En realizaciones específicas, la vacuna multivalente comprende BVDV1. En 
otras realizaciones, la vacuna multivalente comprende BVDV2. En otras realizaciones más la vacuna multivalente 40
comprende BVDV1 y BVDV2. En determinadas realizaciones la vacuna comprende un BCoV atenuado vivo de la 
presente invención y uno o más de los virus atenuados vivos adicionales, por ejemplo, un virus de la diarrea vírica de 
bovino atenuado vivo (BVDV), un virus de la rinotraqueitis infecciosa de bovino atenuado vivo (IBR), un virus 
paragripal de tipo 3 atenuado vivo (PI3), un virus sincitial respiratorio de bovino atenuado vivo (BRSV), un virus de la 
fiebre del Valle del Rift atenuado vivo (RVFV), o cualquier combinación de los mismos.45

Una vacuna de la presente invención puede comprender además uno o más antígenos bacterianos. En 
determinadas realizaciones, el antígeno bacteriano es una Pasteurella multocida. En realizaciones particulares, el 
antígeno bacteriano es una Mannheimia haemolytica. En otras realizaciones, el antígeno bacteriano es un 
Histophilus somni. En otras realizaciones adicionales, el antígeno bacteriano es un Mycoplasma bovis. En otras 50
realizaciones más, la vacuna comprende dos o más de estos antígenos bacterianos. En otras realizaciones 
adicionales, uno o más de los antígenos bacterianos de la vacuna es una bacteria atenuada viva. En determinadas 
realizaciones, uno o más de los antígenos bacterianos de la vacuna es una bacteria muerta.

La presente invención proporciona además métodos para vacunar un bovino (por ejemplo, un ternero) con una 55
vacuna de la presente invención. En realizaciones concretas, el método de vacunar al bovino comprende administrar 
la vacuna por vía intranasal. En determinadas realizaciones alternativas, el método de vacunar al bovino comprende 
administrar la vacuna por vía oral.

En otro aspecto de la presente divulgación, se proporcionan un aislado y/o un antígeno de una proteína 60
recombinante obtenidos a partir de aislados de coronavirus de bovino atenuados de la presente invención. Incluidos 
en la presente divulgación están novedosos fragmentos antigénicos de dichas proteínas de la divulgación. En un 
aspecto relacionado, se proporcionan los aislados y/o los ácidos nucleicos recombinantes que codifican las proteínas 
y/o los fragmentos antigénicos codificantes de las proteínas. En un aspecto adicional, la presente divulgación 
proporciona vectores recombinantes, incluyendo vectores víricos recombinantes que comprenden y/o expresan 65
dichos ácidos nucleicos y células hospedadoras que comprenden dichos vectores o que se han modificado 
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genéticamente para codificar los ácidos nucleicos de la presente divulgación.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 es una representación esquemática de la cartografía del genoma de BCoV como se anota en el Ejemplo 5
2.

Descripción detallada de la invención

La invención es como se define en las reivindicaciones.10

La presente invención proporciona coronavirus de bovino atenuados (BCoV) como se define en las reivindicaciones. 
En un aspecto de la presente invención, todos los BCoV atenuados se proporciona también como BCoV aislados. 
Un BCoV atenuado de la presente invención puede estar incluido en vacunas de bovino seguras y eficaces 
(incluyendo vacunas de bovino multivalentes). De forma sorprendente, dichas vacunas BCoV proporcionan 15
protección cruzada contra las enfermedades entérica y respiratoria. En consecuencia, la presente invención 
proporciona vacunas que ayudan en la protección de los terneros y el ganado vacuno procedentes de infecciones de 
coronavirus entéricas y respiratorias.

En un aspecto particular de la invención, las vacunas de bovino BCoV seguras y eficaces son para la administración 20
intranasal. Administrar una vacuna por vía intranasal tiene algunas ventajas sobre otras rutas. Por ejemplo, los 
anticuerpos maternos y los anticuerpos procedentes de una exposición previa a un patógeno pueden neutralizar una 
vacuna de un virus vivo modificado si la vacuna se administra por una ruta parenteral al sujeto animal. Sin embargo, 
la administración intranasal puede derivar los anticuerpos maternos y estimular una respuesta inmunitaria en un 
animal no expuesto a tratamiento anteriormente. Asimismo, puede reforzarse la respuesta inmunitaria en un animal 25
con anticuerpos procedentes de la exposición previa. Por tanto, la presente invención proporciona además métodos 
para administrar las vacunas de bovino de BCoV seguras y eficaces mediante una ruta intranasal.

No está previsto que el uso de términos en singular por comodidad en la descripción sea limitante en forma alguna. 
Por tanto, por ejemplo, la referencia a un "virus" incluye la referencia a uno o más de dichos virus, salvo que se 30
especifique otra cosa. Tampoco se pretende que el uso de términos en plural que sea limitante, salvo que se 
especifique otra cosa.

Como se usa en el presente documento, el término, "aproximadamente", se usa indistintamente con el término 
"alrededor de" y significa que un valor está dentro del veinticinco por ciento del valor indicado, salvo que se indique 35
otra cosa, por ejemplo, una concentración de "aproximadamente" EDTA 2 mM puede ser de EDTA 1,5 mM a 
2,5 mM.

Como se usa en el presente documento, una "vacuna" es una composición que es adecuada para su aplicación a un 
animal (por ejemplo, ganado vacuno) que, tras administrarse al animal, induce una respuesta inmunitaria 40
suficientemente fuerte como para ayudar mínimamente en la protección frente a una enfermedad clínica que surge 
de una infección con un microorganismo natural, es decir, lo suficientemente intensa como para ayudar en la 
prevención de la enfermedad clínica, y/o prevenir, mejorar, o curar la enfermedad clínica. Salvo que se indique 
específicamente otra cosa, el uso del término vacuna incluye vacunas multivalentes.

45
Como se usa en el presente documento, una "vacuna multivalente" es una vacuna que comprende dos o más 
antígenos diferentes. En una realización particular de este tipo, la vacuna multivalente estimula el sistema 
inmunitario del receptor frente a dos o más agentes patógenos diferentes.

Como se usa en el presente documento, una vacuna "líquida estable" es una vacuna mantenida como un líquido 50
(incluida una vacuna líquida multivalente) que sigue siendo eficaz durante al menos un año cuando se almacena a/o 
por debajo de 7 °C (por ejemplo, en un refrigerador convencional, y/o a 0 °C - 7 °C). En realizaciones concretas, una 
vacuna líquida estable sigue siendo eficaz cuando se almacena a/o por debajo de 7 °C durante al menos 1,5 años. 
En realizaciones más concretas, una vacuna líquida estable sigue siendo eficaz cuando se almacena a/o por debajo 
de 7 °C durante al menos 2 años. En otras realizaciones más concretas una vacuna líquida estable sigue siendo 55
eficaz cuando se almacena a/o por debajo de 7 °C durante al menos 2,5 a 3 años. Se proporcionan ejemplos de 
vacunas líquidas estables en la solicitud estadounidense n.º 14/202.454 presentada el 10 de marzo de 2014, y la 
solicitud estadounidense n.º 14/202.194, presentada el 10 de marzo de 2014.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "proteger", "protegiendo", "proporcionar protección a", 60
"proporcionando protección a", y "ayudas en la protección" no requiere una protección completa de cualquier 
indicación de infección. Por ejemplo, "ayudas en la protección" puede significar que la protección es suficiente para 
que, tras el estímulo, los síntomas de la infección subyacente son al menos reducidos, y/o al menos una o más de 
las causas o mecanismos celulares, fisiológicos, o bioquímicos subyacentes que hacen que los síntomas se 
reduzcan y/o eliminen. Se comprende que "reducido", tal como se usa en este contexto, significa en relación con el 65
estado de la infección, incluido el estado molecular de la infección, no solo el estado fisiológico de la infección.
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La expresión "cantidad profilácticamente eficaz" se refiere a la cantidad de una composición que, cuando se 
administra a un bóvido, reduce significativamente la probabilidad y/o la extensión de una infección/infestación debida 
a un patógeno dado.

5
"Metafilaxis" es la medicación masiva oportuna de un grupo completo de animales para eliminar o minimizar un brote 
esperado de enfermedad, por ejemplo, en uno o más animales en alto riesgo de infección/infestación. En una 
realización concreta, los terneros de alto riesgo son ganado vacuno liviano, mezclado, preparado para viajes largos, 
con antecedentes sanitarios desconocidos.

10
El término "quimioprofilaxis" se refiere a la administración de una medicación/tratamiento, por ejemplo, una o más 
composiciones profilácticas, con el fin de prevenir o reducir la infección/infestación vírica, bacteriana, y/o parasítica; 
y/o prevenir o reducir la enfermedad y/o los síntomas relacionados con esta infección/infestación.

La expresión "composición profiláctica" se refiere a cualquier agente usado individualmente o en combinación con 15
otros agentes que reduce significativamente la probabilidad y/o la extensión de una infección/infestación debida a un 
patógeno dado en un bovino. En una de dichas realizaciones, el bovino está en alto riesgo de desarrollar una 
enfermedad respiratoria de bovinos, tras el mezclado, transporte, cambios en la climatología, cambios en la 
nutrición, y/u otros estresores que pueden iniciar un síntoma y/o una enfermedad relacionada con la presencia de 
patógenos víricos, bacterianos, o parasíticos comúnmente asociados con los bovinos, que suponen la diana del 20
agente o la combinación de agentes.

Como se usa en el presente documento, la expresión " cantidad terapéuticamente eficaz" es una cantidad de un 
antígeno dado, por ejemplo, un virus de bovino atenuado vivo, que es suficiente para proporcionar protección y/o 
ayuda en la protección del patógeno del que se está administrando el antígeno para protegerlo, cuando se 25
proporciona en una administración individual y/o cuando se pretende, proporcionar como una administración inicial 
con una o más administraciones de refuerzo posteriores.

Como se usa en el presente documento, una vacuna "eficaz" comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de 
un antígeno dado. Una vacuna "eficaz" retiene suficientes títulos de un antígeno dado para satisfacer los requisitos 30
reguladores de dicho antígeno para la jurisdicción donde se administra la vacuna, por ejemplo, la administración de 
una vacuna en los Estados Unidos está controlada por el United States Department of Agriculture (USDA).

Como se usa en el presente documento, una "respuesta inmunitaria" se refiere a la inmunidad activa de un sujeto 
animal debida a haber recibido una o más vacunas. La respuesta inmunitaria puede incluir la producción de 35
anticuerpos contra el antígeno o el inmunógeno presente en la vacuna. "Respuesta inmunitaria" en un sujeto se 
refiere al desarrollo de una respuesta inmunohumoral, una respuesta inmunocelular, o una respuesta 
inmunohumoral e inmunocelular a un antígeno. Se pueden medir las respuestas inmunitarias usando 
inmunoensayos convencionales y ensayos de neutralización, que se conocen en la técnica.

40
Como se usa en el presente documento, la expresión "farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente para 
significar que el nombre modificado es adecuado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se usa, por 
ejemplo, para describir un excipiente en una vacuna farmacéutica, caracteriza al excipiente como compatible con los 
otros ingredientes de la composición y no desventajosamente perjudicial para el receptor deseado.

45
El término "vehículo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehículo con el que se administra el 
compuesto. Los transportadores farmacéuticos aceptables pueden ser líquidos estériles, tales como agua y/o 
aceites, incluidos aquellos de origen en el petróleo, animales, vegetales o sintéticos, tales como aceite de cacahuete, 
aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. Agua o soluciones acuosas, soluciones salinas y 
soluciones acuosas azucaradas, por ejemplo, se pueden emplear soluciones de dextrosa y/o glicerol como 50
transportadores, particularmente para soluciones inyectables. Además, el transportador puede ser y/o comprender 
un hidrocoloide y/o una solución polimérica por ejemplo, para espesar las vacunas bovinas que se van a pulverizar 
sobre el ganado, por ejemplo, terneros.

Como se usa en el presente documento, un "adyuvante" es una sustancia que puede favorecer o amplificar la 55
cascada de eventos inmunológicos, lo que lleva en última instancia a una mejor respuesta inmunitaria, es decir, la 
respuesta corporal integrada a un antígeno. En general, no se requiere un adyuvante para que se produzca la 
respuesta inmunitaria, pero favorece o amplifica esta respuesta.

Como se usa en el presente documento, "administración sistémica" es la administración en el sistema circulatorio del 60
cuerpo (que comprende el sistema cardiovascular y linfático), afectando al cuerpo en su totalidad más bien que un 
locus específico tal como el tracto gastrointestinal (mediante por ejemplo, administración oral o rectal) y el sistema 
respiratorio (mediante por ejemplo, administración intranasal). La administración sistémica se puede llevar a cabo, 
por ejemplo, mediante la administración en el tejido muscular (intramuscular), en la dermis (intradérmica, 
transdérmica, o supradérmica), debajo de la piel (subcutánea), debajo de la mucosa (submucosa), en las venas 65
(intravenosa), etc.
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La "administración parenteral" incluye inyecciones subcutáneas, inyecciones submucosales, inyecciones 
intravenosas, inyecciones intramusculares, inyecciones intradérmicas e infusiones.

Como se usa en el presente documento, la "administración intranasal" de una vacuna a un sujeto animal o 5
"administrar intranasalmente" una vacuna a un sujeto animal se refiere a aplicar o administrar la vacuna a/a través 
de la nariz y/o la cavidad nasal.

Como se usa en el presente documento, una secuencia de aminoácidos es 100 % "idéntica" a una segunda 
secuencia de aminoácidos cuando los restos de aminoácidos de ambas secuencias son idénticos. En consecuencia, 10
una secuencia de aminoácidos es un 50 % "idéntica" a una segunda secuencia de aminoácidos cuando el 50 % de 
los restos de aminoácidos de las dos secuencias de aminoácidos son idénticos. La comparación de la secuencia se 
lleva a cabo sobre un bloque contiguo de restos de aminoácidos comprendido por una proteína dada, por ejemplo,
una proteína, o una porción del polipéptido que se está comparando. En una realización particular, se tienen en 
cuenta las deleciones o inserciones seleccionadas que podrían alterar de otra manera la correspondencia entre las 15
dos secuencias de aminoácidos.

Como se usa en el presente documento, el porcentaje de identidad del nucleótido y la secuencia de aminoácidos se 
puede determinar usando C, MacVector (MacVector, Inc. Cary, NC 27519), Vector NTI (Informax, Inc. MD), Oxford 
Molecular Group PLC (1996) y el algoritmo Clustal W con los parámetros por defecto de la alineación, y los 20
parámetros por defecto para la identidad. Estos programas comercialmente disponibles también se pueden usar 
para determinar la similitud de secuencia usando los mismos o análogos parámetros por defecto. Alternativamente, 
se puede usar una búsqueda Advanced Blast bajo las condiciones de filtro por defecto, por ejemplo, usando el GCG 
(Manual del Programa Genetics Computer Group, para el paquete de GCG, Versión 7, Madison, Wisconsin) usando 
los parámetros por defecto del programa de acumulación.25

Vacunas multivalentes:

La presente invención proporciona vacunas de bovino monovalentes y multivalentes que comprenden el BCoV 
atenuado de la presente invención. En consecuencia, Las vacunas de bovino multivalentes de la presente invención 30
comprende un BCoV atenuado e incluyen además uno o más virus de bovino adicionales tales como BVDV1, 
BVDV2, PI3, IBR, BRSV, y/o RVFV. Como se ha indicado anteriormente, una vacuna multivalente que comprende 
un BCoV atenuado vivo de la presente invención también puede incluir uno o más de los siguientes virus atenuados 
vivos: BVDV1, BVDV2, PI3, IBR, BRSV, y/o RVFV, junto con uno o más virus de bovino muertos.

35
Además, cualquier vacuna de bovino multivalente que comprende el BCoV atenuado de la presente invención puede 
incluir además uno o más antígenos bacterianos vivos atenuados o muertos. En determinadas realizaciones en el 
que el único antígeno vírico en dichas vacunas de bovino multivalentes es BCoV. En realizaciones relacionadas, la 
vacuna de bovino multivalente que comprende el BCoV atenuado de la presente vacuna de la invención puede 
incluir además uno o más antígenos bacterianos vivos atenuados o muertos. En realizaciones particulares de este 40
tipo, la combinación de la vacuna de virus de bovino con uno o más antígenos bacterianos y/o antígenos víricos 
atenuados vivos o muertos se realiza algunas veces antes de la administración, pero posteriormente al 
almacenamiento. En realizaciones específicas de este tipo, el(los) antígeno(s) bacteriano(s) está(n) comprendido(s) 
por una vacuna (tanto monovalente como multivalente) y esta vacuna bacteriana de bovino está combinada con una 
vacuna de virus de bovino atenuada viva de la presente invención antes de la administración. En una realización 45
más específica, La vacuna de virus de bovino atenuada viva se puede usar para licuar/solubilizar una vacuna 
bacteriana de bovino liofilizada antes de la administración de la vacuna combinada al sujeto animal. En una 
realización específica alternativa, se puede usar una vacuna bacteriana de bovino para licuar/solubilizar una vacuna 
de virus de bovino atenuada viva liofilizada, (por ejemplo, una vacuna de BCoV) antes de la administración de la 
vacuna combinada al sujeto animal. En otras realizaciones más, la vacuna vírica de bovino atenuada viva y la 50
vacuna bacteriana de bovino atenuada y/o muerta se administran secuencialmente. En realizaciones específicas, La 
vacuna vírica de bovino atenuada viva es una vacuna líquida estable. En realizaciones alternativas, la vacuna vírica 
de bovino atenuada viva (por ejemplo, una vacuna de BCoV) es una vacuna liofilizada.

En consecuencia, una vacuna vírica de bovino que comprende un BCoV atenuado vivo de la presente invención 55
puede combinarse con una o más vacunas bacterianas atenuadas vivas o muertas que comprenden un antígeno tal 
como Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, y Mycoplasma bovis antes de la 
administración al sujeto animal. Por tanto, en determinadas realizaciones la vacuna bacteriana atenuada comprende 
una Mannheimia hemolyticaatenuada. En realizaciones particulares de este tipo, la Mannheimia hemolytica atenuada 
es una leucotoxina eliminadora. En una realización específica de este tipo, la Mannheimia hemolytica atenuada es60
una Mannheimia haemolytica avirulenta viva en la que se ha modificado el gen que codifica la leucotoxina A para 
perder la secuencia de nucleótidos que codifica los aminoácidos 34-378 de la proteína leucotoxina A [véase, 
documento U.S 6.331.303 B1].

En otras realizaciones más, la vacuna bacteriana atenuada comprende una Pasteurella multocidaatenuada. En 65
realizaciones más concretas, la Pasteurella multocida comprende una deleción en su gen hyaE. En una realización 
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específica de este tipo, la Pasteurella multocida atenuada es una Pasteurella multocida avirulenta viva, en la que el 
gen que codifica la proteína hyaE se ha modificado para perder la secuencia de nucleótidos que codifica los 
aminoácidos 239-359 de la proteína hyaE, y/o perder los nucleótidos 718-1084 [véase, el documento U.S. 7.351.416 
B2]. En otras realizaciones más, la vacuna bacteriana atenuada comprende una Histophilus somni atenuada. En 
realizaciones más concretas la Histophilus somni es una Histophilus somni avirulenta viva, es decir, un mutante 5
aroA.

En realizaciones particulares de los métodos de la presente invención, la vacuna bacteriana atenuada comprende 
una Mannheimia hemolytica atenuada y una Pasteurella multocida atenuada. En una realización más específica, la 
composición antibacteriana es una vacuna bacteriana atenuada que comprende una Mannheimia haemolytica10
avirulenta viva en la que se ha modificado el gen que codificaba la leucotoxina A para perder la secuencia de 
nucleótidos que codifica los aminoácidos 34-378 de la proteína leucotoxina A y una Pasteurella multocida avirulenta 
viva en la que el gen que codificaba la proteína hyaE se ha modificado para perder la secuencia de nucleótidos que 
codifica los aminoácidos 239-359 de la proteína hyaE y/o perder los nucleótidos 718-1084. En realizaciones más 
concretas de los métodos de la presente invención, la vacuna bacteriana atenuada comprende una Mannheimia 15
hemolyticaatenuada, una Pasteurella multocida atenuada y una Histophilus somni avirulenta.

Administración de vacunas:

Las vacunas de virus de bovino de la presente invención pueden administrarse mediante cualquier medio 20
convencional, por ejemplo, mediante administración sistémica, incluyendo mediante administración parenteral tal 
como, sin limitación, administración subcutánea o intramuscular. Las vacunas de virus de bovinos de la presente 
invención se pueden administrar también mediante administración mucosal, tal como mediante administración 
intranasal, oral, intratraqueal, rectal y/o ocular. Alternativamente, las vacunas pueden administrarse mediante un 
parche en la piel, en un implante de liberación retardada, escarificación, o administración tópica. Se contempla que 25
una vacuna de virus de bovino de la presente invención también puede administrarse mediante el agua y/o los 
alimentos corrientes del bovino receptor. En una realización preferida, una vacuna de virus de bovino de la presente 
invención que comprende un BCoV atenuado vivo de la presente invención se administra por vía intranasal.

Las vacunas (incluyendo las vacunas multivalentes) de la presente invención se pueden administrar también como 30
parte de un tratamiento combinado, es decir, una tratamiento que incluye, además de la propia vacuna, administrar
uno o más agentes activos adicionales, tratamientos, etc. En este caso, debe reconocerse que la cantidad de vacuna 
que constituye una cantidad "terapéuticamente eficaz" puede ser más o menos que la cantidad de vacuna que 
constituiría una cantidad "terapéuticamente eficaz" si la vacuna fuera a administrarse sola. Otras terapias pueden 
incluir aquellas conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, analgésicos, medicaciones reductoras de la fiebre, 35
expectorantes, medicaciones antiinflamatorias, antihistaminas, y/o administración de fluidos.

En determinadas realizaciones de los métodos de la presente invención, una vacuna de virus de bovino que 
comprende un BCoV atenuado vivo de la presente invención que es adecuada para la administración intranasal 
comprende además un IBR atenuado. En realizaciones más concretas, la vacuna del virus de bovino que comprende 40
un BCoV atenuado vivo de la presente invención que es adecuada para la administración intranasal comprende uno 
o más, o todos de los siguientes; un IBR atenuado vivo, un BVDV1 atenuado vivo, un BVDV2 atenuado vivo, un PI3 
atenuado vivo y un BRSV atenuado vivo.

El nivel de inmunogenicidad puede determinarse experimentalmente por la titulación de la dosis de vacuna, y por las 45
técnicas de estudio del estímulo generalmente conocidas en la materia. Dichas técnicas incluyen normalmente la 
vacunación de numerosos sujetos animales con la vacuna en diferentes dosificaciones y a continuación estimular los 
sujetos animales con el virus virulento para determinar la dosis protectora mínima.

Los factores que afectan el régimen de dosificación preferido pueden incluir, por ejemplo, la raza de un bovino, la 50
edad, el peso, el sexo, la dieta, la actividad, el tamaño del pulmón y la dolencia del sujeto; la ruta de administración; 
la eficacia, la seguridad, y los perfiles de duración de la inmunidad de la vacuna concreta utilizada; cualquiera que 
sea el sistema de administración utilizado; y cualquiera que sea la vacuna administrada como parte de una 
combinación de fármacos y/o vacunas. Por tanto, la dosificación realmente empleada puede variar para animales 
específicos, y, por lo tanto, puede desviarse de las dosificaciones típicas que se muestran anteriormente. Determinar 55
dichos ajustes de la dosificación está generalmente comprendido en los conocimientos de los expertos en la técnica 
del desarrollo de vacunas usando medios convencionales.

De forma similar, el volumen con el cual se puede administrar dicha dosis normalmente se encuentra entre 0,1 ml 
(típico para la aplicación intradérmica o transdérmica) y 5,0 ml. Un intervalo típico para el volumen de administración 60
es entre 0,2 y 2,0 ml. En realizaciones específicas, un intervalo para el volumen de administración es 
aproximadamente 1,0 a 2,0 ml para la administración intramuscular o subcutánea. En realizaciones específicas 
alternativas, un intervalo para el volumen de administración es aproximadamente 0,5 a 2,0 para la administración 
intranasal.

65
Se contempla que la vacuna puede administrarse a la vacuna receptora como en una única vez o, como alternativa, 
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dos o más veces durante días, semanas, meses o años. En algunas realizaciones, la vacuna se administra al menos 
dos veces. En determinadas realizaciones similares, por ejemplo, la vacuna se administra dos veces, 
administrándose con la segunda dosis (por ejemplo, un refuerzo) al menos 2 semanas después de la primera dosis. 
En realizaciones concretas, la vacuna se administra dos veces, administrándose la segunda dosis de forma no 
superior a 8 semanas después de la primera dosis. En otras realizaciones, la segunda dosis se administra desde 1 5
semana a 2 años después de la primera dosis, desde 1,5 semanas a 8 semanas después de la primera dosis, o 
desde 2 a 4 semanas después de la primera dosis. En otras realizaciones, la segunda dosis se administra 
aproximadamente 3 semanas tras la primera dosis. En las realizaciones anteriores, la primera y las posteriores 
dosificaciones pueden variar, tal como en una cantidad y/o forma. A menudo, sin embargo, las dosificaciones son 
iguales en cantidad y forma. Cuando solo se administra una única dosis, la cantidad de vacuna en la dosis 10
comprende generalmente solo una cantidad terapéuticamente eficaz de la vacuna. Cuando, sin embargo, se 
administra más de una dosis, las cantidades de vacunas en aquellas dosis juntas pueden constituir una cantidad 
terapéuticamente eficaz. Además, se puede administrar una vacuna inicialmente, y a continuación se puede 
administrar un refuerzo de 2 a 12 semanas después, como se ha analizado anteriormente. Sin embargo, las 
administraciones posteriores de la vacuna pueden realizarse sobre una base anual (1 año) o bianual (2 años), con 15
respecto a si se administró un refuerzo no.

Adyuvantes e inmunoestimulantes

Un adyuvante en general es una sustancia que refuerza el sistema inmunitario de la diana de una manera no 20
específica. Se conocen en la técnica muchos adyuvantes diferentes. Los ejemplos no limitantes de adyuvantes que 
se pueden usar en la formulación de una vacuna realizada con material de acuerdo con la presente invención 
incluyen sales de aluminio (por ejemplo, alumbre, hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio, óxido de aluminio), 
colesterol, adjuvantes de monofosforil lípido A, anfígeno, tocoferoles, monofosfenil lípido A, dipéptido de muramilo, 
emulsiones oleosas, glucanos, carbómeros, copolímeros en bloque, adyuvante de amina lipoidal Avridine, 25
enterotoxina termolábil de E. coli (recombinante o no), toxina colérica, dipéptido de muramilo, adyuvante completo e 
incompleto de Freund, vitamina E, polímeros y poliaminas en bloque no iónicos tales como dextranosulfato, 
carbopol, pirano, saponinas y derivados de saponinas, copolímeros en bloque, y adyuvantes tales como los 
identificados en las patentes de Estados Unidos números 4.578.269, 4.744.983, 5254339. Los ejemplos no limitantes 
de péptidos que pueden servir como adyuvantes incluyen dipéptidos de muramilo, dimetilglicina, o tuftsina. Los 30
ejemplos no limitantes de aceites que pueden servir como adyuvantes incluyen aceites minerales, aceites vegetales, 
aceites animales y emulsiones de los mismos.

Las vacunas realizadas de materiales de acuerdo con la presente invención pueden formularse como emulsiones de 
aceite en agua, como emulsiones de agua en aceite o como emulsiones de agua en aceite en agua. Los ejemplos no 35
limitantes de emulsiones de aceite en agua incluyen emulsiones de aceite de parafina en agua, o emulsiones 
preparadas a partir de uno o más de escualeno, copolímeros en bloque de óxido de etileno y óxido de propileno, 
tensioactivos de polisorbato, y/o análogos de treonilo de dipéptido de muramilo.

Los aceites usados como adyuvantes pueden ser metabolizables por el sujeto que recibe la vacuna tales como 40
aceites vegetales o animales. Dichos aceites consisten normalmente en última instancia de mezclas de 
triacilgliceroles, conocidas también como triglicéridos o grasas neutras. Estas sustancias no polares, insolubles en 
agua son triésteres de ácidos grasos de glicerol. Los triacilgliceroles difieren de acuerdo con la identidad y la 
colocación de sus tres restos de ácidos grasos.

45
Los adyuvantes pueden consistir también en componentes que el cuerpo del sujeto animal al cual se administra la 
emulsión no puede metabolizar. Los aceites no metabolizables adecuados para su uso en las emulsiones de la 
presente invención incluyen alcanos, alquenos, alquinos, y sus correspondientes ácidos y alcoholes, los éteres y 
ésteres de los mismos, y las mezclas de los mismos. Los compuestos individuales del aceite pueden ser 
compuestos de hidrocarburos ligeros, por ejemplo, compuestos que tienen 6 a 30 átomos de carbono. El aceite 50
puede prepararse sintéticamente o purificarse a partir de producto del petróleo. Los ejemplos no limitante de aceites 
no metabolizables para su uso en la preparación de vacunas basadas en materiales cultivados de acuerdo con la 
presente invención incluyen, por ejemplo, aceite mineral, aceite de parafina, y cicloparafinas. La expresión "aceite 
mineral" se refiere a un aceite adyuvante no metabolizable que es una mezcla de hidrocarburos líquidos obtenida de 
vaselina mediante una técnica de destilación. La expresión es sinónima con "parafina licuada", "vaselina líquida" y 55
"aceite mineral blanco". Se pretende también que la expresión incluya "aceite mineral ligero", es decir, el aceite que 
se obtiene de forma similar mediante destilación de la vaselina, pero que tiene una gravedad específica ligeramente 
inferior que la del aceite mineral blanco.

Otros compuestos capaces de potenciar la respuesta inmunohumoral que se pueden usar en la formulación de las 60
vacunas basadas en material cultivado de acuerdo con la presente invención incluyen, sin limitación, copolímero de 
anhidrato etileno maleico (EMA), emulsiones de látex de un copolímero de estireno con una mezcla de ácido acrílico 
y ácido metacrílico.

Además del adyuvante, una vacuna de material cultivado de acuerdo con la presente invención puede incluir 65
agentes inmunomoduladores tales como, por ejemplo, interleuquinas, interferones, u otras citoquinas (por ejemplo,
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citoquinas relacionadas con Thl, tales como interleuquina-12 (IL-12), interleuquina-18 (IL-18), o interferón gamma ). 
La cantidad de adyuvante o inmunoestimulante añadido en una formulación de vacuna basada en el material 
cultivado de acuerdo con la presente invención, depende de la naturaleza del adyuvante o del propio 
inmunoestimulante. El técnico experto es capaz de seleccionar una cantidad que es suficiente para potenciar una 
respuesta inmunitaria al agente inmunizante bacteriano.5

Transportadores

Los transportadores farmacéuticamente aceptables adecuados para su uso en vacunas que comprenden material de 
acuerdo con la presente invención pueden ser cualquier transportador líquido convencional adecuado para 10
composiciones farmacéuticas veterinarias, incluyendo soluciones salinas desequilibradas adecuadas para su uso en 
medio de cultivo de tejidos. Se entiende que los transportadores farmacéuticamente aceptables son compuestos que 
no afectan de forma adversa la salud del animal que se va a vacunar, al menos no en la extensión en que el efecto 
adverso es peor que los efectos observados cuando el animal no está vacunado. Los transportadores adecuados 
incluyen también agua estéril, solución salina, tampones acuosos tales como PBS, disolventes, diluyentes, agentes 15
isotónicos, agentes tamponantes, dextrosa, etanol, manitol, sorbitol, lactosa y glicerol, y similares.

Vehículo

Las vacunas formuladas a partir de material de acuerdo con la presente invención pueden comprender también un 20
vehículo. Un vehículo es un compuesto al cual se adhieren células hospedadoras, células bacterianas, o proteínas, 
fragmentos de proteínas, ácidos nucleicos o partes de los mismos, sin estar covalentemente unidos a este. Los 
ejemplos no limitantes de dichos vehículos incluyen biomicrocápsulas, microalginatos, liposomas y macrosoles. 
Algunos materiales que sirven como adyuvantes pueden servir también como vehículos tales como hidróxido de 
aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio u óxido de aluminio), sílice, caolín, y bentonita, conocidas todas en 25
la materia.

Estabilizantes

A menudo, la vacuna se mezcla con estabilizantes, por ejemplo, para proteger los componentes propensos a la 30
degradación de degradarse, para potenciar la semivida de la vacuna, o para mejorar la eficacia de la liofilización. Los 
ejemplos no limitantes de estabilizantes que se pueden añadir a las formulaciones de vacunas basadas en el 
material cultivado de acuerdo con la presente invención incluyen SPGA, leche desnatada, gelatinas, albúmina de 
suero de bovino, carbohidratos (por ejemplo, sorbitol, manitol, trehalosa, almidón, sacarosa, dextrano o glucosa), 
proteínas (por ejemplo, albúmina, caseína o productos de degradación de la misma), estabilizantes de origen no 35
animal, y tampones (por ejemplo, fosfatos de metales alcalinos).

Liofilización/Reconstitución

Por motivos de estabilidad o economía, se pueden liofilizar las vacunas basadas en material cultivado de acuerdo 40
con la presente invención. En general, esto permitirá un almacenamiento prolongado a temperaturas por encima de 
0 °C, por ejemplo, a 4 °C. Las personas expertas en la materia conocen procedimientos de liofilización. Está 
comercialmente disponible equipo para la liofilización a diferentes escalas. Para reconstituir la vacuna liofilizada, 
puede suspenderse en un diluyente fisiológicamente aceptable. Dichos diluyentes pueden ser tan simples como 
agua estéril, una solución salina fisiológica u otro transportador, como se ha descrito anteriormente.45

DEPÓSITO BIOLÓGICO

Se han depositado cultivos del siguiente material biológico con el siguiente depositario internacional: American Type 
Culture Collection (ATCC) 10801 University Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209, EE.UU., en condiciones que 50
satisfacen los requerimientos del Tratado de Budapest

Organismo n.º de registro Fecha de depósito

Coronavirus bovino (BCV-Des MSV Lote n.º 9068110M01) PTA-121515 28 de agosto, 2014

TABLA 1

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: Tipo

1 Proteína espicular n.º (Proteína S) NA

2 Proteína espicular n.º (Proteína S) AA

3 Glicoproteína de hemaglutinina-esterasa n.º (HE) NA

4 Glicoproteína de hemaglutinina-esterasa n.º (HE) AA
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(continuación)

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: Tipo

5 Proteína de membrana integral (M) NA

6 Proteína de membrana integral (M) AA

7 Proteína de membrana pequeña (E) NA

8 Proteína de membrana pequeña (E) AA

9 Proteína de la nucleocápsida (N) NA

10 Proteína de la nucleocápsida (N) AA

11 Orflab NA

12 Orflab AA

13 Orf 2a NA

14 Orf 2a AA

15 proteína de 4,9 kDa NA

16 proteína de 4,9 kDa AA

17 proteína de 4,8 kDa NA

18 proteína de 4,8 kDa AA

19 proteína de 12,7 kDa NA

20 proteína de 12,7 kDa AA

21 * Proteína espicular (Proteína S) NA

22 * Proteína espicular (Proteína S) AA

23 * Glicoproteína de hemaglutinina-esterasa (HE) NA

24 * Glicoproteína de hemaglutinina-esterasa (HE) AA

25 Genoma completo NA

AA es una secuencia de aminoácidos; NA es una secuencia de ácido nucleico.
# Secuencias que se proporcionan sin la secuencia de señalización.
* Secuencias que se proporcionan con la secuencia de señalización.

La presente invención puede entenderse mejor con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, que se 
proporcionan como ilustrativos de la presente invención. Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar de forma 
más completa las realizaciones preferidas de la invención. No deben interpretarse de ningún modo, sin embargo, 
como limitantes del amplio alcance de la invención, que se define en las reivindicaciones.5

Ejemplos

Ejemplo 1
10

VACUNAS DE CORONAVIRUS BOVINO ATENUADAS SEGURAS Y EFICACES

Origen y aislamiento de un aislado de BCoV:

Se obtuvo una muestra fecal de un ternero de Idaho que tenía diarrea. La materia fecal se centrifugó a 6.500 rpm 15
durante 20 minutos. A continuación, el sobrenadante se distribuyó en capas sobre un lecho de sacarosa y se 
centrifugó a 28.000 rpm durante 1,5 horas. El aglomerado se resuspendió en medio de cultivo celular y se inoculó en 
recipientes de cultivo que contenían una monocapa de células de riñón de bovino. Las células que mostraron 
evidencias de efecto citopático se hicieron reaccionar con anticuerpo monoclonal específico de BCoV que permitió 
identificar que las células eran positivas para BCoV.20

Proceso de atenuación:

Se sometió un aislado de BCoV en células de riñón de bovino a 56 pases en células de riñón de bovino para atenuar 
el virus. Se llevó a cabo la clonación mediante dilución limitante en los pases 4, 5, 10, 15, y 25, para obtener un 25
aislado de virus puro. El material de BCoV obtenido del pase previo se inoculó sobre una monocapa de células de 
riñón de bovino para cada pase. Se recogieron los fluidos víricos en cada pase cuando se observó un efecto 
citopático en las células. Se determinó la cantidad de BCoV en los fluidos mediante titulación en un ensayo de cultivo 
celular y se detectó el virus tiñendo con un anticuerpo monoclonal específico de BCoV. Se usó el pase 56 para 
preparar un depósito maestro del BCoV atenuado vivo modificado es decir, BCV-Des MSV Lote n.º 9068110M01, 30
que se depositó en la ATCC el 28 de agosto de 2014. Todos los estudios relativos al BCoV atenuado modificado vivo 
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se llevaron a cabo a continuación con BCoV procedente del depósito maestro.

Estudio de vacunación/estímulo, evaluación de la eficacia del BCoV modificado vivo:

Se rehidrató una vacuna liofilizada compuesta por el BCoV modificado vivo con diluyente estéril y se usó para 5
vacunar veintidós (22) terneros, que tenían de tres a cinco días de edad y a los que se había privado de calostro. 
Cada ternero se vacunó una vez con una dosis de 2 ml de vacuna mediante la ruta intranasal. Un segundo grupo de 
veintidós (22) terneros, también de tres a cinco días de edad y a los que se había privado de calostro, se vacunaron 
una vez con una dosis de 2 ml de una vacuna de placebo. Diecinueve a veintiún días después de la vacunación, se 
estimularon todos los terneros con una cepa virulenta heteróloga de BCoV que produce enfermedad respiratoria y 10
entérica. Se controlaron los terneros durante 14 días después de estímulo para determinar los signos de enfermedad 
respiratoria que incluían secreción nasal, tos, y secreción ocular. Se controlaron también los terneros durante 14 
días después del estímulo para determinar los signos de enfermedad entérica (como se evaluó por la gravedad de la 
diarrea). Se observaron los terneros adicionalmente para determinar la depresión, la deshidratación, y la inapetencia. 
Se recogieron muestras nasales y fecales para ensayar la excreción del virus. Se recogió sangre para la evaluación 15
serológica antes y después de la vacunación, y de nuevo después del estímulo.

Mientras tanto, 86 % (19 de 22) de los terneros del control vacunados con placebo estuvieron afectados con 
enfermedad respiratoria moderada o grave, solo un 25 % (5 de 20) de los vacunados con la vacuna de BCoV 
presentaron dichos síntomas. La gravedad de la enfermedad respiratoria se redujo en los vacunados (p=0,0001) en 20
comparación con los controles con placebo y la duración de la enfermedad respiratoria se redujo en los vacunados 
(p=0,0066) en comparación con los controles con placebo. En el caso de la enfermedad respiratoria, la fracción de 
prevención era de 0,71 con un intervalo de confianza del 95 % (0,41, 0,89). por tanto, estos resultados, como 
mínimo, apoyan la reivindicación de "ayudas en la prevención" de la enfermedad respiratoria producida por 
BCoV[véase, la Tabla 2 siguiente]. Hubo una reducción en la gravedad y la duración de la excreción nasal en los 25
vacunados (p=0,0063 para ambos) en comparación con los controles con placebo.

TABLA 2
PROTECCIÓN FRENTE A ENFERMEDAD RESPIRATORIA

Grupo de 
tratamiento

N
Proporción de animales 

afectados
valor=p

Fracción de prevención

Estimación
Intervalo de 

confianza del 95 %
Control 22 19/22 = 0,86

<0,0001 0,71 0,41,0,89
Vacunados 20 5/20=0,25

* Dos terneros no se incluyeron en el estudio debido a motivos de salud previos.

Dieciséis de los veintidós terneros del control vacunados con placebo, es decir, 73 %, estuvieron afectados con 30
enfermedad entérica moderada o grave en comparación con ocho de los veinte terneros vacunados con la vacuna 
de BCoV, es decir, el 40 %. La gravedad de la enfermedad entérica se redujo en los vacunados (p=0,0009) en 
comparación con los controles con placebo y la duración de la enfermedad entérica se redujo en los vacunados 
(p=0,0017) en comparación con los controles con placebo. En el caso de la enfermedad entérica, la fracción de 
prevención era de 0,45 con un intervalo de confianza del 95 % (0,01, 0,73). por tanto, estos resultados, como 35
mínimo, apoyan al reivindicación de "ayudas en la prevención" de la enfermedad entérica producida por BCoV 
[véase, la Tabla 3 siguiente]. Además, los datos demuestran que la vacuna de BCoV modificado vivo es protectora 
para la enfermedad respiratoria y la enfermedad entérica tras un estímulo con BCoV virulento heterólogo.

TABLA 340

Protección frente a la enfermedad entérica

Grupo de 
tratamiento

N
Proporción de animales 

afectados
valor=p

Fracción de prevención

Estimación
Intervalo de 

confianza del 95 %

Control 22 16/22 = 0,73
<0,0461 0,45 0,01,0,73

Vacunados 20 8/20 = 0,40

* Dos terneros no se incluyeron en el estudio debido a motivos de salud previos.

El BCoV modificado vivo no revierte a virulencia cuando pasa a través del animal hospedador y retiene un fenotipo 
estable:

Se inocularon terneros recién nacidos privados de calostro en el primer pase con el BCoV modificado vivo, a los que45
se administró igualmente por las rutas oral e intranasal. Se utilizó un ternero recién nacido privado de calostro como 
control de vigilancia en cada pase. Se observaron los terneros diariamente durante 14 días para determinar la 
enfermedad respiratoria y entérica. Se recogieron muestras nasales y fecales tras la inoculación. Todos los terneros 
permanecieron sanos durante el periodo de observación de 14 días y no se notificaron hallazgos anómalos en la 
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necropsia en el día 14. No se recuperó el BCoV en el cultivo de muestras fecales de ninguno de los terneros en el 
pase 1, pero se recuperó en las muestras nasales de dos terneros (uno para cada día). El material de la muestra 
nasal original procedente de los dos terneros se combinó y administró a tres terneros recién nacidos privados de 
calostro para el segundo pase. Todos los terneros permanecieron sanos durante el periodo de observación de 14 
días y no se notificaron hallazgos anómalos en la necropsia en el día 14. No se recuperó BCoV de las muestras 5
nasales o fecales de ninguno de los terneros en el pase 2. Se llevó a cabo un pase de confirmación en el que 10 
terneros recién nacidos privados de calostro fueron inoculados con el combinado del material nasal original 
procedente de los dos terneros en el pase 1. Se observaron los terneros durante veintiún días. Todos los terneros 
permanecieron sanos durante el periodo de observación de veintiún días. No se recuperó BCoV de las muestras 
nasales o fecales procedentes de ninguno de los terneros en el pase de confirmación. Se detectaron pequeñas 10
lesiones en dos terneros inoculados y el ternero del control de vigilancia en la necropsia, pero no se recuperó BCoV 
en el cultivo. Estos datos indican que el BCoV modificado vivo no produce signos clínicos de enfermedad respiratoria 
o entérica consistente con la infección de BCoV cuando pasa a través del animal. Además, el BCoV modificado vivo 
es fenotípicamente estable.

15
Evaluación del desprendimiento, difusión y diseminación del BCoV modificado vivo cuando se administra a terneros 
recién nacidos a una dosis que es mayor que el nivel de liberación final esperado en una vacuna:

Trece terneros recién nacidos privados de calostro se inocularon mediante la ruta intranasal con una dosis del BCoV
modificado vivo que es ≥10X el nivel de liberación esperado en una vacuna y era ≥100X el nivel del BCoV usado en 20
el estudio de vacunación/estímulo. Se utilizaron seis terneros recién nacidos privados de calostro como controles sin 
inocular. Se observaron los terneros para determinar la enfermedad respiratoria y entérica producidas por el BCoV. 
Se recogieron muestras nasales y fecales de todos los terneros. Se llevó a cabo la necropsia en siete de los terneros 
inoculados después de siete días de observación y se llevó a cabo la necropsia en los seis terneros inoculados 
restantes tras una observación de 14 días. Se llevó a cabo la necropsia sobre los terneros del control después de 14 25
días de observación. En la necropsia, se recogieron muestras de la tráquea, ganglios linfáticos mesentéricos, 
amígdala intestinal cornetes, y pulmón y se ensayaron para la determinación del BCoV. No se observaron signos 
clínicos de enfermedad respiratoria o entérica producida por BCoV en ninguno de los terneros inoculados o del 
control. Se aisló el BCoV en 4 de los 13 terneros inoculados en uno o dos días, pero no se aisló el BCoV en 
muestras fecales de ninguno de los terneros. Se detectó BCoV mediante la PCR en una o más muestras de tejidos 30
recogidos de 11 de 13 terneros inoculados, pero no en ninguno de los terneros del control. Estos datos demostraron 
que el BCoV modificado vivo se desprende de los terneros inoculados y se disemina en los tejidos de terneros 
inoculados, lo cual es bueno porque el virus va a los tejidos necesarios para estimular la respuesta inmunitaria 
adecuada, pero no se difunde a terneros del control sin inocular. Este estudio confirmó por tanto la seguridad del 
BCoV modificado vivo. Por tanto, el BCoV modificado vivo protege a los terneros de la enfermedad respiratoria y la 35
enfermedad entérica, y además, reduce sustancialmente la excreción del virus.

Ejemplo 2

ANÁLISIS GENÉTICO DEL BCoV40

En la Figura 1 se representa gráficamente la cartografía del genoma del BCoV atenuado descrita en el Ejemplo 1 y 
se anota en la Tabla 2 siguiente.

TABLA 245

CARTOGRAFÍA DEL GENOMA

Posición (nucleótidos) Descripción n.º de AA n.º deNA

1 - 210 5'UTR

211-13341, 13341-21494 Poliproteína Orflab 11 12

21504..22340 proteína de 32 kDa (conocida también como Orf 2a) 13 14

22352..23626
(22352..22405)
(22406..23623)

Precursor de hemaglutinina-esterasa (gen HE)
péptido de señalización
péptido maduro

3 4

23641..27732
(23641..23691)
(23692..27729)

Precursor de la proteína espicular (gen S)
péptido de señalización
péptido maduro

1 2

27722..27853 proteína de 4,9 kDa 15 16

27889..28026 proteína de 4,8 kDa 17 18

28106..28435 proteína de 12,7 kDa 19 20

28422..28676 Proteína de envoltura pequeña (gen E) 7 8

28691..29383 Proteína de la envoltura de múltiples segmentos (gen M) 5 6
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(continuación)

CARTOGRAFÍA DEL GENOMA

Posición (nucleótidos) Descripción n.º de AA n.º deNA

29393..30739 Proteína de la nucleocápsida (gen N ) 9 10

n.º de SEQ ID NOS. para las secuencias de aminoácidos (AA) y secuencias de nucleótidos (NA) que se 
delinean adicionalmente en la Tabla 1 anterior.

A continuación, se proporcionan las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos para el BCoV:

genoma completo de BCoV (31.028 nucleótidos): SEQ ID NO: 25
5
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gen Orf1 ab (21.284 nucleótidos) SEQ ID NO: 11

5
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poliproteína Orflab (7094 aminoácidos) SEQ ID NO: 12
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gen de 32 kDa (837 nucleótidos): SEQ ID NO: 13

5

proteína de 32 kDa (278 aminoácidos) SEQ ID NO: 14
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gen precursor de la Hemaglutinina-esterasa (HE: 1275 nucleótidos) SEQ ID NO: 3 sin secuencia de 
señalización; SEQ ID NO: 23 con la secuencia de señalización; la secuencia de señalización está en 
negrita:5

proteína precursora de la Hemaglutinina-esterasa (HE: 424 aminoácidos) SEQ ID NO: 4 sin secuencia de 
señalización; SEQ ID NO: 24 con la secuencia de señalización; la secuencia de señalización está en 10
negrita:

Gen precursor de la proteína espicular (4092 nucleótidos) SEQ ID NO: 1 sin secuencia de señalización; 15
SEQ ID NO: 21 con la secuencia de señalización; la secuencia de señalización está en negrita:
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Proteína precursora de la proteína espicular (1363 aminoácidos) SEQ ID NO: 2 sin secuencia de 
señalización; SEQ ID NO: 22 con la secuencia de señalización; la secuencia de señalización está en 
negrita:5
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gen de 4,9 kDA (132 nucleótidos) SEQ ID NO: 15

5

proteína de 4,9 kDA (43 aminoácidos) SEQ ID NO: 16
MTTKFVFDLLAPDDILHPFNHVKLIIRPIEVEHIIIATTMPAV

gen de 4,8 kDA (138 nucleótidos) SEQ ID NO: 1710

proteína de 4,8 kDA (45 aminoácidos) SEQ ID NO: 18
MPMATTIDGTDYTNIMPSTVSTTVYLGCSIGIDTSTTGFTCFSRY15

gen de 12,7 kDa (330 nucleótidos) SEQ ID NO: 19

20
proteína de 12,7 kDa (109 aminoácidos) SEQ ID NO: 20

Proteína de envoltura pequeña (gen E) (255 nucleótidos) SEQ ID NO: 725
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Proteína de envoltura pequeña (gen E) (84 aminoácidos) SEQ ID NO: 8

5

Proteína de envoltura de múltiples segmentos (gen M) (693 nucleótidos) SEQ ID NO: 5

10
Proteína de envoltura de múltiples segmentos (gen M) (230 aminoácidos) SEQ ID NO: 6

Proteína de la nucleocápsida (gen N) (1347 nucleótidos) SEQ ID NO: 915
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Proteína de la nucleocápsida (gen N) (448 aminoácidos) SEQ ID NO: 10

5

Ejemplo 3

DETECCIÓN DE CORONAVIRUS BOVINO EN TEJIDOS RESPIRATORIOS Y ENTÉRICOS
10

Se llevó a cabo un estudio utilizando diecinueve (19) terneros privados de calostro, de tres a cuatro días de edad. 
Dos (2) de los terneros se sometieron a necropsia antes del estímulo para recoger los tejidos del control negativo. El 
mismo día, los diecisiete (17) terneros restantes fueron estimulados por la ruta oral es intranasal con la cepa MN-
1988 virulenta de BCV. Los terneros fueron estimulados de nuevo al siguiente día con la misma dosis de virus de 
estímulo, pero solo por la ruta intranasal. Se observaron los terneros diariamente, para determinar los signos clínicos 15
asociados con la infección de BCV. Se recogieron diariamente hisopos nasales y fecales, y se recogieron muestras 
de sangre para serología antes del estímulo y en el día de la necropsia. En cada uno de los días del estudio 4, 6, 8, 
11, y 13 después del estímulo, los terneros seleccionados se sometieron a eutanasia y se llevó a cabo la necropsia. 
Se examinaron los terneros para determinar la patología grave, y se recogieron los tejidos respiratorios y entéricos. 
Los tejidos se enviaron a un laboratorio independiente para la realizar la histopatología y la inmunohistoquímica 20
(IHC) y para ensayar la PCR cuantitativa en tiempo real para la determinación de la presencia del BCV.

Se observaron secreciones nasales moderadas y graves en 13 de los 17 terneros después del estímulo con BCV. El 
período máximo de la enfermedad era en tres a ocho días después del estímulo, y se detectó BCV en los hisopos 
nasales durante este período máximo de signos clínicos. Se detectó BCV mediante la PCR en los tejidos 25
respiratorios superiores de los cornetes, tráquea, la amígdala, los bronquios, y los ganglios linfáticos bronquiales de 
12 de 17 terneros después del estímulo, pero se detectó en tejidos pulmonares de solo 4 de los 17 terneros. El 
periodo máximo de detección del BCV en tejidos respiratorios fue de cuatro a seis días después del estímulo, pero 
no se detectó BCV después del día ocho. Se observaron lesiones e histopatologías graves menores en tejidos 
respiratorios de 7 de 17 terneros, pero el tejido respiratorio de solo uno de estos 7 terneros fue IHC positivo para 30
BCV. Se observó diarrea moderada y grave en 11 de 17 terneros en los días tres a seis después del estímulo. Se 
detectó BCV mediante la PCR en hisopos fecales y tejidos intestinales durante estos mismos días y persistió en 
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estas muestras hasta el día 11 después del estímulo. se observaron lesiones e histopatologías graves y 
microscópicas en tejidos intestinales de 7 de 17 terneros en los días 4 y 6 después del estímulo, y estos tejidos 
fueron positivos mediante IHC. Este estudio demostró que BCV se detectó principalmente en tejidos respiratorios 
superiores, en comparación con tejidos respiratorios inferiores, y la detección de BCV está correlacionada con la 
enfermedad respiratoria. BCV coloniza los tejidos respiratorios superiores, pero produce poca a ninguna patología.5

Conclusiones:

• BCV coloniza principalmente tejidos respiratorios superiores en comparación con tejidos respiratorios inferiores, 
como se detectó mediante la PCR, y se detectó óptimamente a los seis días después del estímulo con BCV.10

• La infección de los tejidos respiratorios por BCV produce de pocas a ningunas lesiones graves o lesiones 
microscópicas y se detectó de forma infrecuente en tejidos respiratorios mediante IHC.

• BCV se detectó óptimamente mediante la PCR en tejidos intestinales hasta el día 11 después del estímulo del 15
BCV.

• La infección por BCV de los tejidos intestinales produce lesiones graves y microscópicas y BCV se asoció con 
lesiones e histopatología de tejidos entéricos como se determinó mediante IHC.

20
Debe entenderse que todos los tamaños de bases o tamaños de aminoácidos, y todos los valores de pesos 
moleculares o masas moleculares, proporcionados para describir los ácidos nucleicos y polipéptidos de acuerdo con 
la invención son aproximados dentro de las variaciones de medición convencionales.

LISTADO DE SECUENCIAS25

<110> Intervet Inc.
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<150> US 62/045183
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<210> 2
<211> 1346
<212> PRT5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 2
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<210> 3
<211> 1218
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 3

10

<210> 4
<211> 406
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino15
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<400> 4

5
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<210> 5
<211> 693
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 5
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<210> 6
<211> 2305
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino

<400> 6
10
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<210> 7
<211> 255
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 7

10

<210> 8
<211> 84
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino15

<400> 8

20
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<210> 9
<211> 1347
<212> ADN
<213> Coronavirus de bovino5

<400> 9

10
<210> 10
<211> 448
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino

15
<400> 10
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<210> 11
<211> 21284
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 11

10
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<210> 12
<211> 7094
<212> PRT5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 12
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<210> 13
<211> 837
<212> ADN
<213> Coronavirus de bovino5

<400> 13

10
<210> 14
<211> 278
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino

15
<400> 14
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<210> 15
<211> 132
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 15

ES 2 788 393 T3

 



102

<210> 165
<211> 43
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino

<400> 1610

<210> 17
<211> 13815
<212> ADN
<213> Coronavirus de bovino

<400> 17
20

<210> 18
<211> 45
<212> PRT25
<213> Coronavirus de bovino

<400> 18

30

<210> 19
<211> 330
<212> ADN
<213> Coronavirus de bovino35

<400> 19
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<210> 20
<211> 109
<212> PRT5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 20

10

<210> 21
<211> 4092
<212> ADN
<213> Coronavirus de bovino15

<400> 21
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<210> 22
<211> 1363
<212> PRT5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 22

10
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<210> 23
<211> 1275
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<400> 23
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<210> 245
<211> 424
<212> PRT
<213> Coronavirus de bovino

<400> 2410

ES 2 788 393 T3

 



113

ES 2 788 393 T3

 



114

ES 2 788 393 T3

 



115

<210> 25
<211> 31028
<212> ADN5
<213> Coronavirus de bovino

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(6)10
<223> n es a, c, g o t

<400> 25

15

ES 2 788 393 T3

 



116

ES 2 788 393 T3

 



117

ES 2 788 393 T3

 



118

ES 2 788 393 T3

 



119

ES 2 788 393 T3

 



120

ES 2 788 393 T3

 



121

ES 2 788 393 T3

 



122

ES 2 788 393 T3

 



123

ES 2 788 393 T3

 



124

ES 2 788 393 T3

 



125

ES 2 788 393 T3

 



126

ES 2 788 393 T3

 



127

ES 2 788 393 T3

 



128

ES 2 788 393 T3

 



129

ES 2 788 393 T3

 



130

ES 2 788 393 T3

 



131

ES 2 788 393 T3

 



132

REIVINDICACIONES

1. Un coronavirus de bovino atenuado (BCoV) que codifica uno o más de los siguientes:

- una proteína espicular que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2,5
- una glicoproteína de hemaglutinina-esterasa (HE) que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 
4,
- una proteína de membrana integral (M) que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o
- una proteína de la nucleocápsida (N) que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 10.

10
2. El BCoV atenuado de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el BCoV es un aislado que tiene el número de 
depósito PTA-121515 de la ATCC o la progenie o los derivados del mismo.

3. Una vacuna que comprende el BCoV de las reivindicaciones 1 o 2.
15

4. La vacuna de la reivindicación 3, en la que el BCoV está vivo.

5. La vacuna de las reivindicaciones 3 o 4, que se almacena congelada de forma previa a la descongelación antes 
de su uso.

20
6. La vacuna de las reivindicaciones 3 o 4, que se almacena liofilizada antes de la rehidratación.

7. La vacuna de las reivindicaciones 3 o 4, que se almacena como vacuna líquida estable.

8. La vacuna de las reivindicaciones 3, 4, 5, 6 o 7, que comprende además uno o más virus adicionales 25
seleccionados entre el grupo que consiste en un virus de la diarrea vírica de bovino (BVDV), virus de la rinotraqueitis 
infecciosa de bovino (IBR), virus paragripal de tipo 3 (PI3), virus sincitial respiratorio de bovino (BRSV), virus de la 
fiebre del Valle del Rift (RVFV) y cualquier combinación de los mismos.

9. La vacuna de la reivindicación 8 en la que dichos uno o más de los virus adicionales son un BVDV seleccionado 30
entre el grupo que consiste en BVDV1, BVDV2 y la combinación de BVDV1 y BVDV2.

10. La vacuna de las reivindicaciones 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9, que comprende además una o más bacterias seleccionadas 
entre el grupo que consiste en una Pasteurella multocida, una Mannheimia haemolytica, una Histophilus somni, un 
Mycoplasma bovis y cualquier combinación de las mismas.35

11. Un coronavirus de bovino atenuado (BCoV) de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 para su uso como vacuna 
para ayudar a la prevención de la enfermedad respiratoria producida por BCoV, en la prevención de la enfermedad 
entérica producida por BCoV o en la prevención tanto de la enfermedad respiratoria como de la enfermedad entérica 
producidas por BCoV.40
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