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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere al uso de virus BVD (diarrea virica bovina) vivos y
especificamente atenuados, para la preparacién de una vacuna para uso en la
prevencién y/o el tratamiento de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor, vacas
gesatantes y para la proteccién fetal en vacas gestantes.
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Virus atenuados e inocuos de la diarrea virica bovina

para uso en vacas gestantes

Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere al uso de virus de la diarrea virica bovina,
BVD (del ingés Bovine Viral Diarrhea) vivos y especificamente atanuados para |a
preparacién de una vacuna para uso an la preveancion y/o el tratamiento de infecciones
por virus de la diarrea virica bovina, BVDV (del inglés, Bovine Viral Diarrhea Virus) en
ganado vacuno reproductor, vacas gestantes y para la proteccién fetal en vacas
gestantes.

La invencidn también se refiere a un método de tratamiento y/o prevencion
de infacciones BVDV en sl grupo referido anteriormenta de ganado vacuno.

Antecedentes de la invencion

El virus de la diarrea virica bovina (BVDV) es al agente causante de BVD y
de la enfermedad de las mucosas en sl ganado vacuno (Baker, 1987; Moennig y
Plageman, 1892; Thiel y col., 1988). La infeccidn fetal durante la gestacién puede
dar como resultado la resorcion del feto, abortos asl como el nacimiento de terneros
inmunotolerantes que se infectan pertinazmente con BVDV. Estos terneros carecen
de titulos de anticuerpos neutralizantes o los tienen en muy bajo nivel y estan
esparciendo continuamente aitas cantidades de virus. Junto can los toros con
infeccion aguda o pertinaz, estos terneros son la principal fuente para ia propagacién
del virus y, por lo tanto, tienen una importancia fundamental en la epidemiologia de
esta enfermaedad. El principal impacto econdémico de la BVD procede del alto
percentaje de abortos y elevado indice de mortinatalidad, resorcion fetal. momifica-
cién, malformaciones congénitas y nacimiento de terneros débiles y con un peso
inferior al normal. Para un andlisis detallado de la patogénesis se hace aqui referencia
al articulo de Moennig y Liess de 1995 en toda su extensién.

Se han descrito dos grupos antigénicos principales de BVDV (tipo | y ii)
{Becher y col., 1999) que exhiben reacciones cruzadas limitadas con anticuerpos
neutralizantes (Ridpatn v coi.. 1994},

BVDV v otros pestivirus tienen en comun su capacidad para atravesar ia
S
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placenta de los animales hospedantes en astado de gestacién. Las actuales vacunas
BVDV vivas atenuadas también atraviesan la placenta de las novillas seronagativas
y dan como resultado sintomas clinicos de las infaecciones BVDV de tipo silvestre
{véase Moennig y Liess, Orban y col., 1983; Liess y col., 1984).

Las actuales vacunas para la prevencion y el tratamiento de infecciones
BVDYV poseen todavia inconvenientes (Qirschot y col., 1999). '

Las vacunas muertas (virus enteros inactivados) o las vacunas subunitarias
(proteinas viricas purificadas convencionalmente o proteinas viricas purificadas y
expresadas heterdlogamente) son en su mayor parte inferiores a las vacunas vivas en
lo que se refiere a eficacia para producir una respuesta inmunolégica protectora
completa, incluso en presencia da coadyuvantes. ]

Con mucha frecuencia, las vacunas BVDV vivas, aunque atenuadas, estan
asociadas a graves problemas de seguridad. Como se ha mencionado anieriormente,
atraviasan la placenta da las vacas gastantaes y producen manifestaciones clinicas en
el feto y/o la induccién de terneros pertinazmente infectados. Por lo tanto, no pueden
aplicarse a manadas reproductoras en las que hay vacas gestantes. Las vacas
gestantes deben permanecer aisladas del ganado vacunado para proteger a los fetos
y no pueden ser vacunadas en ese estado. Mds aun, los BVDV vivos atenuados que
experimentan reversion plantean una seria amenaza para el ganado vacuno. Para virus
atenuados obtanidos convencionaimente, en los que la atenuacidn es producida por
multiples pases convencionales, el origen molecular asi como la estabilidad genética
permansce desconocida y el estallido de virus que revierten es impredacible.

Ciertas vacunas vivas con mutaciones definidas como base para su
atenuacién permitirfan evitar las desventajas de la presente generacion de vacunas
atenuadas. Una ventaja adicional de dichas mutaciones atenuantes radica en su
exclusividad molecular que permite utilizarlas como marcadores caracteristicos para
pastivirus atenuados y distinguirios de los pestivirus del campo.

En la Solicitud PCT N° PCT/EP 99/03642, se describen peastivirus de este
tipo, vivos y especificamente atenuados, con un alto potencial para inducir inmunidad
asi como una base definida de atenuacion que también puede distinguirse de ios
pestivirus patégenos. En esta solicitud se ha aemostrado cue los pestivirus pueden
ser atenuados especificamente por inactivacion de la actividad RNasa que reside en
la giicoproteina E"™5. Los autores de la invencion descrioen aque este principio ae

atenuacion es universal para todos los pasuvirus v parucularmente adecuaao para
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BVDV.

Esta solicitud describe una vacuna viva atenuada que es superior a las
vacunas subunitarias y muertas en lo que se refiere a su eficacia de induccién de
inmunidad, ademds de ser superior a las vacunas convencionaimente atenuadas, que
no estén definidas molecularmente, no estdn marcadas y son impredecibles con
respecto a sus mutantes. A partir de la técnica anterior, un experto asociaria de modo
natural el riesgo de infeccién BVDV fetal cuando se vacunan con un virus vivo
atenuado vacas gestantes o ganado vacuno en una relacion de vecindad con lag vacas
gestantes. Esto sigue siendo un grave inconveniente que limita el uso de una vacuna
de esta clase.

Por lo tanto, el problema técnico que es la razén fundamental de esta
invencion era proporcionar vacunas BVDYV vivas y atenuadas inocuamente que puedan
utilizarse para la preparacién de una vacuna viva para uso en la prevencién y/o el
tratamiento de infacciones BVDV de vacas gestantes, o da ganado vacuno en

prasancia de vacas gastantes.

Descripcién de la invencion

La solucién del problema técnico anterior seencuentra en asta descripcion
y en las realizaciones caracterizadag en las reivindicaciones.

Se ha encontrado de modo sorprendente que BVDV (viru.;. de la diarrea virica
bovina) vivos. en los que la actividad RNasa que reside en su glicoproteina E™® esta
inactivada, no producen transmision placentaria al feto cuando las vacas gestantes
se vacunan con dicho virus. No son apreciables signos clinicos da ninguna clase en
los terneros cuando se utiliza una cepa de BVDV con dicha caracteristica para
exponer vacas gestantes a dicha cepa..

Por lo tanto. en un aspecto, la prasente invencion se refiers al uso inesperado
de un BVDV vivo, en el que la actividad RNasa que reside en su glicoprotelna E™S esta
inactivada, para la preparacion de una vacuna viva para uso en la prevencidn yso el
tratamiento de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor.

De modo todavia mas inesperado, ias propias vacas gestantes pueden ser
vacunadas con dicho BVDV especificamente atenuado. En consecuencia, en una
realizacidn preferida. la presente invencion se refiere a1 uso de dicho BVDV para la
preparacion ge una vacuna viva para uso en la prevencion v/o el tratamiento de

‘nfecciones BVDV en vacas agestantes.

(‘_————
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Esto permite, por primera vez, prevenir y protager al propio feto contra las
infecciones BVDV empleando una vacuna viva. En una realizacién més preferida, la
presente invencion se refiare al uso da dicho BVDV para la preparacion de una vacuna
viva para inducir proteccién fetal contra infecciones BVDV en vacas gestantes.

El término "vacuna"”, en el sentido utilizado aqul, se refiere a una composi-
cién farmacéutica que comprande al menos un componenta inmunolégicamente activo
que induce una respuesta inmunoilégica en un animal y posiblemente, aunque no es
necesario, uno o mas componentes adicionales que intsnsifican la actividad
inmunoldgica de dicho componente activo. Una vacuna puede comprender adicional-
mente otros componentes tipicos de las composiciones farmacéuticas. El componente
inmunolégicamente activo de una vacuna puede comprender organismos vivos
complatos, ya sea en su forma original o como organismos atenuados en lo que se
conoce como una vacuna viva modificada (MLV, del inglés Modified Live Vaccine} u
organismos inactivados por métodos apropiados en {o gue se conoce como una
vacuna muerta {(KV, del inglés Killed Vaccine). En otra forma, el componente
inmunoldgicamentse activo de una vacuna puede comprender elementos apropiados
de dichos organismos (vacunas subunitarias), siendo generados estos elementos, 0
bien por destruccién del organismo entero o de los cultivos de crecimiento de estos
organismos y subsiguientes etapas de purificacién que producen la o las estructura(s)
deseada(s), o bien por procedimientos de sintesis inducidos por una manipulacién
apropiada de un sistemma adecuado tal como, pero sin limitarse a ellos, bacterias,
insectos, mamiferos u otras especies, ademas de procedimientos subsiguientes de
aislamiento y purificacién o por induccién de dichos procedimientos de sintesis en el
animal que necesita una vacuna por incorporaciéon directa de material genético
utilizando composiciones farmacéuticas adecuadas (vacunacién con polinucledtidos).
Una vacuna puede comprander uno o simuitdneamente méas de uno de los elemeantos
descritos anteriormente.

Los componentes adicionales que intensifican la respuesta inmunotégica son
constituyentes normaimente conocidos como coadyuvantes, como por ejemplo
hidréxido de aluminio. aceites minerales o de otra clase o moléculas auxiliares
afadidas a la vacuna o generadas por el cuerpo después de la induccion respectiva
por los componentes adicionaies de ese tipo, tales comc. pera sin limitarse a ellos.
interferones. interieuquinas o factores ae crecimiento.

Una ‘comnposicion rarmaceutica” esta constituida asenciaimente oor uno o
—— ( - -
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més ingredientes capaces de modificar las funcionaes fisiolégicas, por ejemplo
inmunoldégicas, del organismo al que se administra, o de los organismos que viven an
su interior o en su superficie, talas como, pero sin limitarse a ellos, antibidticos o
antiparasitarios, as/ como otros constituyentes que se le anaden con objeto de
producir otros objetivos determinados como, pero sin limitarse a elios, caracteristicas
de procesamianto, esterilidad, estabilidad, posibilidad de administrar la composicién
por rutas entéricas o parenteraies tales como ruta oral, intranasal, intravenosa,
intramuscular, subcuténea, intradérmica u otra ruta adecuada, tolerancia después de
la administracién, o propiedades de liberacién controlada.

Una vacuna de ia invencién se refiere a una vacuna como sa ha definido
anteriormente, en la qua un componente inmunolégicamente activo es un BVDV vivo,
en el que la actividad RNasa en su proteina E™® est4 inactivada.

La expresién "vacuna viva" se refiere a una vacuna que comprende un
componente activo vivo, en particular un componente activo virico vivo.

El término "BVDV" como se utiliza aqui, se refiere a todos los virus que
pertenecen a las especies BVDV 1 y BVDV 2 del género pastivirus dentro de la familia
Flaviviridae {Becher y col., 1999).

Las cepas més clésicas de BVDV de tipo | y las cepas més recpnocidas
reciantemente de BVDV de tipo Il exhiben algunas diferencias limitadas pero
caracterisrticas en las secuencias de nucledtidos y aminodcidos. Estas diferencias son
inmunolégicamente distinguibles por los anticuerpos monocionaies. El principio de
atenuacion de inactivar la actividad RNasa en la proteina E™® camo se ha descrito en
la Solicitud Internacional citada anteriormente es universalmente aplicable y se
mantiene verdadero para BVDV tanto de tipo | como de tipo ll. La caracteristica
sorprendente de que estos BVDYV atenuados de esa manera no atraviesan la barrera
placentaria y no coducen a manifestacionas clinicas de infecciones BVDV en el feto,
se aplica a todos los tipos de BVDV. Por lo tanto, en una realizacion aun mas
preferida. 1a presente invencidn se refiere al uso de dicho BVDV para la preparacién
de una vacuna viva para el tratamiento y/o la prevencion de infeccidn fetal, vacas
gestantes y ganado vacuno reproductor.

La expresion "actividad RNasa” como se utiliza aqui. se refiere a la capacidad

de la glicoproteina E™NS

.que es una proteina inherente a todos los pestivirus naturales
tales como BVDV. para hidraiizar el ARN.

Hay aue seiiaiar aue 1a exrresién ‘glico’:rotelna EO" se utiliza irecuentemente

- —— LI TR p—
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coma sinénimo de la expresidn glicoproteina EM® an algunas publicaciones,

La expresién "inactivacion de la actividad RNasa que reside en dicha
glicoproteina” se refiere a la incapacidad o capacidad reducida de una glicoproteina
E"™ modificada para hidrolizar ARN, en comparacién con el tipo silvestre no
modificado de dicha glicoproteina E™S.

La inactivacién de la actividad RNasa que reside en la glicoproteina EMNS e
puede producir mediante deieciones y/o mutaciones de al menos un aminoécido de
dicha glicoprotefna, como se demuestra en la Solicitud internacional PCT/EP99/
03642 y por Hulst y col., (1998). Por lo tanto, en una realizacién muy preferida, la
prasente invencién se refiere al uso de BVDV vive, donde dicha actividad RNasa estéd
inactivada por deleciones y/o mutaciones de al menos un aminodcido de dicha
glicoproteina.

La secuencia de aminodcidos para la cepa CP7 de BVDV esté disponible, con
fines de referencia, en el banco de datos GenBank/EMBL (nimero de accesc
U63479). Dos regionas de aminoAcidos estdn aitamente conservadas en la
glicoproteina E™S asf como en algunas proteinas RNasa activas de plantas y hongos
{Schnaider y col., 1993). Estas dos regiones son da particular importancia para la
actividad enzimdtica RNasa. La primera regidn estd constituida por la regién de los
aminodcidos entre la posicién 298 y 310 y la segunda regién esta constituida por los
aminoacidos situados an las posicionas 341 a 360 de dicha poliproteina virica coma
se ilustra para la cepa CP7 de BVDV {numerando de acuerdo con la sacuencia
deducida de aminoécidos de la cepa CP7; véase la Figura 1 para conocer la secuencia
de aminoéacidos de la glicoproteina E™ de CP7). Los amino4cidos de particular
importancia para le actividad RNasa, como se ha mencionado anteriormente, no se
limitan en absoluto a la posicién exacta que se ha definido para la cepa CP7 de BVDV
sino que simplemente se utilizan de manera ilustrativa para sefalar los aminodcidos
preferidos que estdn en esa posiciéon o que corresponden a esa posicion en cepas
BVDV ya que estdn altamente conservados. Para pestivirus BVDV diferantes, la
numeracion de las posiciones de los aminodcidos preferidos podria ser difarente pero
cualauier experto en el campo de |a biologia molecular de los pestivirus identificaria
facilmente estos aminodcidos preferidos por su posicion relativa a los aminadcidos
altamente conservados de dicha glicoproteina.

En consecuencia, ia presente invencion se refiere. en una realizacién mas

areverida. al uso de BVDV de acuerao con 1a invencion, Jonue dichas aeleciones v:o

-
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mutaciones inactivantes estan situadas en los aminoécidos de las posiciones 298 a
310 y/o de las posiciones 341 a 360 de dicha glicoproteina, como se describe para
la cepa CP7 de BVDV de una manera ilustrativa, y en posiciones corraspondientes a
ellas en otras capas de BVDV.

En una realizacién muy preferida, la prasente invencién describe el uso de un
virus BVD vivo de acuerdo con ia invencion, donde dicha actividad RNasa es
inactivada por la delecién del rasto de histidina en la posicién 349 como se describe
para la cepa CP7 de BVDV de manera ilustrativa o correspondiente a slia en otras
cepas de BVDV, de dicha glicoproteina.

En un aspecto adicional, la invencién se refieare a un método para la
prevencion y/o el tratamiento de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor,
caracterizado porque una composicién farmacéutica que comprende un virus BVD
vivo, donde la actividad RNasa que reside en su glicoprotelina E™™ est4 inactivada, se
aplica a un animal con necesidad de dicha profilaxis o tratamiento.

Para poner en préctica la invencién es necesario preparar un BVDV de
acuerdo con la invencién. Esto puede hacerse con cualquier BVDV disponible que sea
adecuado para efectuar sobre él una modificacién recombinante. Un ejemplo de cémo
obtener un virus de asta clasa de acuerdo con la invencién se da méas adelante en el
Ejemplo 2. El ejemplo demuestra la preparacién de un virus para un uso de acuerdo
con la invencién de una manara ilustrativa y de ningin modo es limitante. Un experto
en el campo de la virologla o de la biologfa molecular puede conseguir esto por
métodos cldsicos que estdn abundantemente descritos en la técnica.

La aplicacién de los virus vivos preferidos de acuerdo con la solicitud al grupo
preferido de animales as idéntica a los métodos de aplicacién que son asequibles y

$e practican para otros virus atenuados vivos en la técnica.
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Ejemplos

Ejemplo 1 Estudio de exposicién fetal a BVDV
Disefio experimental

Se seleccionaron sais novilias en astado de gestacién a partir de una manada
no infectada por BVDV. En la prueba, se incluyeron dos grupos de 3 novillas cada
uno. Los animales de los grupos se mantuvieron aisiados, asegurando por tanto la

ausencia de infeccién cruzada y externa.

Tabla 1
Grupo N° de Virus Ruta de aplicacion Dosis por ruta
N° animales TCIDgy
1 3 NCP7 im.; in.;it.; s.c.; 1,2x 108
2 3 B-349-d im.;ing Lt; s.c.; 1,2x 10°

Las novillas de los grupos 1 a 2 fueron inocuiadas con una TCIDg, de al
menos 10° BVDV en un volumen de 3 ml por ruta. Las rutas de aplicacidn fueron
intramuscular (i.m.), subcutanes (s.c.), intranasal {i.n.) {1,5 ml por oritficio nasal) e
intratraqueal (i.t.).

Se tomaron muestras de sangre de los animales para realizar los anélisis
seroldgicas y virolégicos. Las novillas fueron vigiladas regularmente para detarminar
la presencia de signos clinicos de infeccion BVDV durante el perfodo de observacién.
El experimento se dio por terminado después del nacimiento de los terneros mediante
un andlisis para detectar infeccion por BVDV. Los principales parémetros de la
evaluacién fueron el nimero de abortos relacionados con BVDV y el nimero de
terneros nacidos virémicos o que tenian anticuerpos frente a BVDV.

Preparaciones de capas leucocitarias

Se recogid sangre en recipientes estériles agecuados precargados con
solucién de heparina (heparina sddica para inveccion. 5.000 Ul/ml; Gedeon Richter
RT; Budapest. Hungria} asegurandose de que nupiera ai menos 20 Ul de heparina por
mi de sangre en la muestra de sangre.

Se centrifugo sangre durante 10 min a 750 3 a 4°C. Los eritrocitos
sedimentaron en la mitad inferior ael tubo rientras cue el plasma constituia el

soorenagante en la mraa supernor cei tubo. Encima ce 'a rase ge 10S eritrocitos, la
.—.——'_—"_—-—
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llamada interfase, estaban situados los leucocitos. Esta capa fina de glébulos biencos
se recogio con una pipeta estéril y después se resuspendié muy cuidadosamente en
el nuevo tubo cargado con tampdn de Gey (NH,Cl 140 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,
6.5 mM, KH,PO, 1,5 mM). La suspensién se mantuvo sobre hieio durante 10 minutos.
Las células se centrifugaron nuevamente (10 min, 750 g, 4°C) y el sobrenadante se
desechd. El tratamiento con tampdn de Gey se se repitié hasta que no se observd
ninguna cantidad sustancial de eritrocitos en Ja suspension. Entonces las células se
lavaron dos vaces an RPMI 1640 (Gibco BRL, Eggenstein, Alemania) con FCS al 5%
(suaro vacuno fetal, aproximadamenta 20 ml}) y seguidamente se centrifugaron. Las
capas leucocitarias obtanidas se resuspendieron en un pequeiio volumen (2 ml) de
RPMI 1640, FCS al 5% y se congelaron a -70°C en dos allcuotas de 1 ml. Las capas
leucocitarias se utilizaron para la determinacién de BVDV asociado a las células
hemdticas.
Ensayo ELISA de snticuerpos frente a BVDV

Se recogieron al menos 10 ml de sangre reciente an cada momento de
muestreo a partir de cada animal. La sangre se dejé coagular a temperatura ambiente
y se separd por centrifugaciéon. Cada muestra de suero se ensayd para determinar la
presencia de anticuerpos frente a BVDV utilizando un ensayo ELISA adecuado y
validado (Svanovir® ensayo da anticuarpos BVDV N° de catdlogo 10 2200-10). El
ensayo fue validado y realizado de acuerdo con las recomendaciones del fabricanta.
Las muestras positivas se diluyeron de acuerdo con la escala log, para determinar
titulos de anticuerpos frente a BVDV.
Virus para la exposicién a la infeccién fetal

Se aplicé la cepa B349-d al grupo 2. Esta cepa as casi idéntica a la NCP7
que se aplicé al grupo 1, excepto en una sola delecién de la histidina en ia posicion
349 de su secuencia de aminoécidos. La cepa B349-d se prepard de acuerdo con el

procedimiento enunciado mas abajo.

Deteccion de BVDV a partir de muestras de capa leucocitaria o tejido por el
procedimiento de aislamiento del virus sequido por un ensayo de inmunofiuorescencia -
indirecto (IFT)

Para el aislamiento del virus, se utilizé una suspension al 20% de tejidos.
suero o capa leucocitaria.
Una cantidad de 1 g ce matenai organico se homogeneizd utilizanao un
mortero v un aimnirez. se giiuvo hasta S mi con solucion salina tamponaaga con 1os7ato
—_—
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(PBS) vy se centrifuga a 1.500 * g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se filtré en
condiciones estériles utilizando soportes de filtros de 0,45 ym, Schieicher y Schuell,
Dassei, Alemania, y se utilizé para el aislamiento del virus.

Se efectud la propagacién del virus an células de rifidén bovino Marbin Darby
{MDBK) en forma de monocapa en placas de 24 pocillos con medio EMEM, que
contenia 10% de suero vacuno fetal, 1% de aminodcidos no esenciales y 0,15% de
antibidticos. Antes de empezar, las céiulas se ensayaron para determinar su
contaminacién con BVDV por RT-nPCR como se describe més abajo, y por un ansayo
de inmunofiucrescencia {IFA).

Después de su divisidn, las células se infectaron todas eilas simultdneamente
con 100 yl de suspensidn, suero o capa leucocitaria por duplicado. Al cabo de 5 dlas,
una allcuota de los cultivos de células se congeld y descongelo.

Dos alicuotas de 100 ul del lisado de células se pasaron dos veces a
suspensionas de células MDBK. Una alicuota se fijé con etanol y se guardd a -20°C
para la deteccién del virus por ensayo de inmunofluorascencia {IFA).

Los cultivos de células infectadas se ansayaron por IFA. Las células se fijaron
por incubacién con etanol frio a -20°C. Las placas de 24 pocillos fijadas se lavaron
dos veces con PBS. A continuacidn los pocillos se incubaron durante dos horas a
temperatura ambiente con mezcla aBVDV-mADb (Weiland y col, 1989). La mezcia
aBVD-mADb se diluyd 1:10 en PBS. Después de.lavar tres veces con PBS, se anadié
antisuero conjugado FITC de ratén-rab.a (Jackson immunoResearch Loboratories Inc.,
West Grove, PA 18390, EE.UU.) en una solucién de 1:150 en PBS (solucion salina
tamponada con fosfato) y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después
de un lavado adicional, se afiadié glicerol-PBS (1:1) y los cultivos de células teiidas

fueron investigados por microscopia de inmunofluorescencia.

Deteccién de BVDV a partir de suerg, capa leucocitaria y muestras de tejido por la
reaccién en cadena de la polimerasa {(PCR)

Se extrajo ARN por cromatografia en columna utilizando un equipo "QlAamp
Viral Mini Kit” para muestras de suero y un equipo "RNeasy Mini Kit"para material
orgéanico y capa leucocitaria, de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes.
Ambos equipos scn obtenibles a partir de Qiagen LTD, Hilden, Alemania.
RT-nPCR

Se utilizaron pares de cebadores para la deteccion de pestivirus por RT-nPCR.

como na sido descrnito previamente por Sandvik v coil. {1997). Las secuencias de los
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cebadores externos son:

{P103F) '5-TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC T-3'

{P365R) "'5- TGT GCC ATG TAC AGC AGA GAT T -3'

Los cebadoras externas generaron un fragmento de ADN de 280-284 pares
de bases de longitud.

Las secuencias de los cebadores internos fueron las siguientes: -

{B145F) '5-AAC AGT GGT GAG TTC GTT GGA T-3'

{B314F) '5-CAC CCT ATC AGG CTG TAT TCG T-3'

Los cebadores internos generaron un fragmento de ADN de 191 pares de
bases de longitud.

Se utilizé un volumen de ARN total de 5 mi (1 ug - 1 pg) para la multiplica-
cién por RT-PCR, utilizando el aquipo "Titan One Tube Kit", Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania, la RT-PCR se llevd a cabo en un volumen tatal de 25 ul, que'
contenfa 1*RT-PCR, dNTPs 0,1 mM, 20 pmol de cebador sentido y antisentido,
ditiotreitol 5 mM, cloruro de magnesio 1 mM, 2,5-5 unidades de RNasina, Promega
Ltd., 1-2,5 unidades de mezcla de enzimas, AMV-RT y Taq polimerasa, y 26 pl de
agua destilada, que contenia 0,1% de pirocarbonato de dietilo.

Las condiciones para los ciclos de RT-PCR fueron las siguientes:

42°C durante 1 hora, 95°C durante 5 min y 35 ciclos de 924°C durante 1 min,
80°C durante 1 min y 72°C durante 1 min, finalmente prolongacién durante 10 min.

Se utilizé 1 pl de producto PCR como molde para la PCR anidada. utilizando
Qiagen Taq {Qiagen LTD. Hilden, Alemania).

La nPCR se llevé a cabo en un volumen total de 50 pl, que contenia tampén
1*PCR, cloruro de magnesio 3.5 mM, dNTPs 0,1 mM cada uno, 20 pmol de cada uno
de los cebadores y 2,5 unidades de Taq. El perfil de temperatura de la PCR anidada
para 30 ciclos fue 94°C duranta 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 1 min,
seguido por una uitima multiplicacién prolongada. Un volumen de 5 ul de producto de
nPCR fue analizado por electroforesis en tampdn de tris-acetato EDTA, utilizando 1%
de agarosa y una tincion con 1 pg/mi de bromuro de etidio. El producto amplificado
se identificd por comparacion de tamaiios con una escala normaiizada de 100 pares
de bases (pb) de peso molecuiar (Gibco BRL, Eggenstein. Alemanial, y |a especificidad
de los productos PCR se verificd por andlisis de secuencia.

Para realizar PCRs sin contaminacion cruzada, se utilizé el RoboAmp 4200

‘MWG Biotecn. Ebersoerg. Alemania) para el pipeteo automatizado. El termocicio se

——— ~ —
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Y

realizé en una unidad cicladora térmica de ADN Primus 96 (MWG Biotech, Ebersberg,

Alemania) o T3 (Biometra, Gdttingen, Alemania).

Resultados

Obsgervacion clinica

No se observé ningtin signo clinico relacionado BVDV en las novillas del

Grupo 2 durante 8l periodo de observacién.

En el Grupo 1, se apreciaron salivacién mas incrementada y descarga nasal

durante un periodo de aproximadamente & dias {entre los dias 7 - 12 Pl). Dos

animales tuvieron diarres el dia 14 Pl. Los resultados sa resumen en la Tabla 2.

Tabla 2

Puntuacién de la novilla n® en al

Grupo 1

Grupo 2

Dias Pl

13178

11738

12031

10565
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Puntuaciin: 1 = débil; 2 = moderada: 3 = fuarte

Historial de gestaciones
En el Grupo 2, todas ias novillas tuvieron una duracién normal de! periodo de

gestacion (en el intervalo de 270 - 277 diasi y un estado de gestacion y un parto

sin comolicaciones.

=n ei Grupa 1.
-_—'__J_l

un animai (el n® 11736} tuvo un aporto en ei 8° mes ae
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gestacion. La necropsia del feto revelé una inflamacién serofibrinosa aguda del
corién que fue la causa de un suministro insuficiente de oxigeno del feto y
posterior asfixia. Los dos animales rastentes tuvieron, respsctivaments, un
temero después da 278 dias de gestacidn (n°® 13178} y después de 296 dias da
gestacion (n® 11093).
De ién del virus a ir de_muestras clinicas obtenidas de abortos o de
terneros raecién nacidos

En el caso de un aborto, se investigaron muaestras de diferentes érganos tales
como cerebro, bazo o rifidn por PCR y/o IFT para BVDV. Todas ias muestras
clinicas obtenidas a partir del feto abortado de la vaca 11736 en el grupo 1
fueron negativos en BVDV. Las muestras de capa leucocitaria de terneros
nacidos de las vacas 11093 y 13178 fueron positivos en BVDV, como se
confirmé por IFT y PCR. En cambio, las muestras de capa laucocitaria y suero de
los terneros nacidos de las vacas 10565, 110606 y 12031 del grupo 2 fueran
todas negativas en BVDV, lo que se confirmé por los métodos mencionados
anteriormente. Los datos se resumen en la Tabla 3.
Tabla 3

Evaluacidn da la transmisién fetal

Grupo | Animal | Virus de | Ternero | Aborto/ | Conclusién a | Porcentaje
N° exposicién N° vivo partir de los de
datos de transmision
deteccién placentaria
del virus del grupo
11093 1 293 vivo pos
1 |11736} wncpz | M 236 aborto neg 66%
13178 1 3278 vivo pos
10565 10355 Ivo neg
2 |11080 | B3aga | 11990 | o neg 0%
I
12031 1 2231 A R - B i
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Datos serolégicos a partir de ganado vacune en gegtacion

Y

Al seleccionarlas y el dia de la infeccion, las vacas gastantes no estaban

infectadas por BVDV. Las muestras de suero de todos los animales participantes

en la prueba que se recogierpm un mes después de la infeccién eran seropositi-

vas en BVDV. El cardcter positivo del suero se confirmé para BVDV en toda la

prueba reinvestigando muestras de suero obtenidas en una base mensua! a partir

de todos los animales. Los datos se resumen en la Tabla 4.

Tabia 4
DATOS DE ELISA PARA ANTICUERPOS
Vaca N°f Grupo | Anticuerpos espacificos para BVDV en sueros tomados en el momento da
la selec- | la infec- mases Pl Al terminar
ccidn ccidén 1 2 3 4 5 6 | vsca | ternero*
11093 1 . - + + + + + + + -
13178 1 - - +| +| + | + + + + -
11738 1 - . + + + + | Ab.°|] NA| NA NA
11060 2 - - + + + + + + + -
10565 2 - + + + + + + -
12031 2 - - + + + + + - - -

P! = después de la infeccién; *antes de la primera ingesta de calostro; NA = no aplicable;

° despuds del aborto las vacas sa retiraron del estudio, Ab. = aborto

Discusién v gonclusiones
Como 2 de cada 3 terneros nacidos en el grupo 1 qua fueron infectados con

NCP7? eran virémicos para BVDV al nacer mientras que ningdn ternero nacido en

el grupo 2 que habia sido infectado con B-349-d lo era, estos datos proporcionan

una clara evidencia de que la modificacion genomica introducida en B-349-d

suprime la capacidad del virus padre NCP7 de inducir infeccién fetal.

Ejemplo 2 Generacién de mutantes de BVDV negativos en RNasa

Partiendo de los clones Pa/BVDV de ADNc¢ de lonaitud completa (Meyer y

col., 1996b), a partir de los cuales se puede ontener ARNc infeccioso por transcrip-

cidn in vitro. se generaron subclones. Un fragmento Xhoi Balll de pA/BVDYV se clond

en ei pldsmido pCITE-2C. cortado con las mismas e2nzimas. Se proaujo ADN
‘\_—’
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plasmidico monocatenario a partir de estas construcciones de acuerdo con el método
de-Kunkel {Kunkel y col., 1987) utilizando células de E. coli CJ 236 (BioRad} v el fago
monocatenario VCMS (Stratagene). EI ADN monocatenario se convirtié en bicatenario
utilizando el estuche de mutagénesis in vitro Phagemid (BioRad). Un oligonuciaétido
sintético que se utilizd como cebador para generar el mutante de BVDV deseado es
el expresado a continuacién a modo ilustrativo:

B-349-d: CATGAATGGAACAAAGGTTGGTGCAACTGG

El ADN plasmidico bicatenario se utilizé para la transformacién de células E.
coli XL 1-Blue {Stratagene). Las colonias bacterianas que albergaban pldsmidos fueron
aisladas via selsccidn con ampicilina. Se prepard ADN plasmidico y posteriorments
se analizé por secuenciacion de nucleétidos utilizando el estuche de secuenciacion de
polimerasa de T7 (Pharmacia). Los plasmidos que contenlan las mutaciones deseadas
y ningun cambio en segundos sitios fueron utilizados para la construccidn de clones
de ANDc de longitud completa. Para abtener el mutante CP7 de BVDV, un fragmento
Xol/BGill que contenia ia delecion fue insertado en pA/BVDV cortado con Xhol y Ncol
junto con un fragmento Bglll/Ncol aisiado a partir de pA/BVDV/Ins-. A partir de la
construccion pA/BVDV/Ins-, se transcribié un ARNc que da lugar a un BVDV no
citopatégeno tras su transfeccién en células adecuadas (Meyers y col., 1996b).

Se amplificaron los diferentes clones de longitud complata y se aislaron los
pldsmidos. La presencia de las mutaciones deseadas fue demostrada por secuencia-
cién de ADN. Después de linearizar con Smal, el ARNc se transcribid como se ha
descrito previamente {Meyers y col., 1996ab). El ARN se purifico por filtracion en gel
y extraccion en fenol/cloroformo y se utilizé para transfeccion de células de rifdn
bovino (clon B2 de MDBK). Las transfacciones fueron analizadas por inmunofluores-
cencia con antisueros especificos frents al virus. El mutante deseado pudo ser
racuperado {como se confirmé por imunofiuorescencial. El virus fue amplificado por
pase en la misma linea celular utilizada para los experimentos de transfeccion.

El analisis adicional del mutante incluia la determinacion de curvas de
crecimiento en una etapa y caracterizacién de ARN virico por transferancia Northern
con sondas de ADNc especificas para el virus asi como una reaccion en cadena de
la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) y secuenciacién subsiguiente de los
fragmentos PCR para verificar 1a presencia de las mutaciones deseadas en el genoma
‘nrico. Los virus recuperacos cracieron tan bien como et virus resuitante ael plasmido

Jue exnibia ia secuencia ge 10O siivestre. v proaujeron cantidaaes similares ge ARN.
a—
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La viabilidad del mutante de BVDV se demostré por transfeccién del ARNc
respectivo y division de las células 3 dlias después. Parte de las células se sembraron
en una placa de 3,5 cm de didmetro, se fijaron con acetona/metanol el dia después
v 8o analizaron por inmunofluorescencia con una mezcla de anticuerpos monoclonales
aspecificos para BVDV (Weiland y col., 1989). Se encontré que todas las células eran
positivas mientras que un testigo de células transfectadas con ARN no infeccioso no
dio ninguna seilal. A partir de una porcién de las células transfectadas con el ARNc
respactivo, se produjo un axtracto por un ciclo de congelacion y descongelacié;\. Se
infectaron células recientes con aste extracto de células y resulté ser positivo en
BVDV por inmunofluorescencia especifica para BVDV 3 dias despuds de la infeccién.

La Tabla 1 presanta los cambios introducidos en las secuencias conservadas
de E™8, que representan el presunto sitio activo de la RNasa, que son codificadas por

el mutante del virus.

Tabla 1

Nombre Secuencia en el segmento de RNasa Actividad Viabilidac
RNasa del mutam

pA/BVDV ...SLHGIWPEKIC... ...RHEWNKHGWCNW., + +

B-349d ...SLHGIWPEKIC... ...RHEWNK_GWCNW.. - +

Leyenda para la Tabla 1: E! ensayo para determinar la actividad RNasa se hizo en un
ensayo transitorio. Se infectaron células BHK21 con el virus Vaccina vTF7-3 (Fuerst
v col.. 1986) y después se transfactaron con la respectiva construccién de ADNc (5
pg de ADN plasmidico, transfeccién utilizando Superfect segun las recomendaciones
del suministrado {Qiagen)). Después de 10 horas ds incubacion a 37°C en una
incubadora de CO,, las céiulas transfectadas se lisaron y procesaron para determinar
la actividad RNasa como se describe mas adelante. La viabilidad se determiné como

se describe mas adelante.

Ejempio 2 Efecto de la mutacién en la posicién 349 de la cepa CP7 de BVDV sobre
la actividad RNasa de E™®

Para evaluar el efecto de la delecién en la posicién 349 sobre la actividad
RNasa de E"*%, se infectaron céiulas apropiadas con los virus mutantes.

Para el mutante de BVDV, la actividad RNasa se ensavé con materiai
obtenido después ae la transfeccion de ARN sin pase de los virus recuperaaos. Las

celuias transtectacas con el ARN aproniago se dividieron 72 h aespues .0e 13
—d—
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transfeccién y se sembraron en dos placas. 24 h despuds, se prepararon extractos
celulares a partir de una.placa y se analizaron para determinar Qu actividad RNasa. La
infeceién con virus de tipo silvestre sirvié como un testigo positivo mientras que las
células no infectadas sae utilizaron como testigo negativo. Las células se lavaron dos
veces con solucidn salina tamponada con fosfato y se lisaron en 0,4 ml de tampén
de lisis {Tris/HCl 20 mM; NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 2 mg/m! de albimina de suero
bovino; 1% de Triton X100; 0,1% de écido desoxicélico; 0,1% de dodecil-sulfato
sédico). El lisado se puso en tubos de reaccién de 1,5 ml, se sonicé (sonicador
Branson B12, 120 watios, 20 s en un bafio de agua coniforme), se clarificd por
centrifugacién (5 min, 14.000 rpm, centrifuga Eppendorf, 4°C) y el sobrenadante se
sometié a ultracentrifugacién (ultracentrifuga de mesa Beckmann, 60 min a 4°C y
45.000 rpm en un rotor TLA 45). La determinacién de la actividad RNasa se hizo en
un volumen total de 200 pl que contenia 5 6 50 ul del sobrenadante de la segunda
etapa de centrifugacion y 80 pg de Poli(rU){Pharmacia) en tampdn de ensayo RNasa
(Tris-acetato 40 mM (pH 6,5), EDTA 0,5 mM, ditiotreitol 5 mM (DTT)). Después de
la incubacién de la mezcia de reaccién a 37°C durante 1 hora, se afiadieron 200 I
de acido perclérico 1,2 M, LaS0O, 20 mM. Después de 15 min de incubacion sobre
hielo, la mezcla se centrifugd durante 15 min a 4°C y 14.000 rpm en una centrifuga
Eppendorf. Al sobranadante, se afiadieron 3 volimenes de 'agua y una alfcuota de Ia
mazcla se analizé midiendo la densidad éptica a 260 nm utilizando un espectrofotd-
matro Ultrospec 3000 (Pharmacia). La mutacién introducida en el gen E™S suprimié
completamente la actividad RNasa (Tabla 5).

Para probar la infeccién, las células de ia segunda placa se analizaron por

inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales especificos para BVDV (Weiland

y col., 1989) y resultaron ser seropositivos al 100%
Tabla 5

Descripcion de la Tabla 5
CP7: virus recuperado de pA/BVDV/ins-: B-349-d: virus recuperaao de pA/B-349-d:

testigo: extracto de céiulas MDBK no infectadas.
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- Figura 1 Secuencia de aminoécidos de la glicoproteina E™ de BYDV CP VJj

1 ENITQWNLQDNGTEGIQRAMFQRGVNRSLHGIWPEKICTGVPSHLATDTE

51 LKAIHGMMDASEKTNYTCCRLQBHEWNKHQWCNWY!\IIEEﬂILLMNKT‘_Q_éIP )
101 LTEGQPLREMWCRYDRDWRDSF'TPLTGCKKGKN_F_SEAGI

151 VQGPCNFEIAVSDVLFKEHDCTSVIQDTAHYLVDGMTNSLESARQGTAKL

10 201 TTWLGRQLGILGKKLENKSKTWFGAYA

Las secuencias que contienen los restos conservados con respecto a lag RNasas
conocidas estin subrayadas. Los dos restos de histidina que presuntamente estin en

el centro catalitico de la enzima se indican en caracteres en negrilla. La secuencia
15 mostrada corresponde a los restos 271 a 497 de la poliproteina de CP 7.
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REIVINDICACIONES

Un BVDV vivo (virus de la diarrea virica bovina), en el que
la actividad RNasa que reside en su glicoprotefna E™ esté
inactivada, para la preparacifn de una vacuna viva para us
en la prevencién y/o tratamiento de infecciones BVDV en
ganado vacuno reproductor. letﬂ-

. BUDV de acuerdo con la reivindicaci6n 1, para ser utilizada

en la prevencién y/o el tratamiento de infecciones BVDV en
vacas gestantes.

BVDV de acuerdo con la reivindicacién 1, para inducir
proteccién fetal contra infecciones BVDV en vacas gestantes.

. _YU}O

BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, para uso en la prevencién y/o el tratamiento de
infecciones BVDV de tipo I.

!

. BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a’

3, para uso en la prevencién y/o el tratamiento dﬁ/'
infecciones BVDV de tipo II.

. BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

5, en el que dicha actividad RNasa est& inactivada por
deleciones y/o mutaciones de al menos un aminodcido de dicha
glicoproteina. =T - Cuoe. ?

. Yirus BVD de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

1l a €, para ser utilizada en la prevencién y/o tratamiento .
de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor que M'd‘,‘“
comprende un pestivirus BVDV, en el que dicha actividad ngb'
RNasa esté inactivada por la delecién del es;g)ﬁzﬂhistidina

en la posicién 349; como se describe en laFigura 1 para la

cepa CP7 de una manera ilustrativa o correspondiente a ella%

en otras cepas BVDV, de dicha glicoproteina.
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04484-801-007-8
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RESUMEN

Esta invencién se refiere al uso de virus BVD (diarrea virica bovina) vivas y
especificamente atenuados, para la preparacidn de una vacuna para uso en la
pravencidn y/o el tratamiento de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor,

vacas gestantes y para la proteccion fetal en vacas gestantes.
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existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el poder es su representante.



@ Umseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften von:

1. Herrn{Pr] Reinhold F 1 @ s ¢ h h u t, Dipl.-Chemiker, wohnhaft
in 65218 Ingelheim, Am Mahiborn 18,

2. Hemn Dr. Dieter L a u d i e n, Dipl.-Chemlker, wohnhatt in
65127 Mainz, Carl-Orff-StraBe 11,

Q - mir vorgestalit durch die Sekretlirin Frau Ingrid May, dianstansfissig bei der Firma
. Boehringer Ingelheim GmbH, die sich durch Vorlage ihres Flhrerscheines ausgewie-
sen hat -

beglaubige ich hiermit.

Aufgrund meiner heutigen Einsicht in das Handelsregister des Amtsgerichts *
. Bingen bescheinige ich hiermit:

Die Firma Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH mit Sitz in Ingelhelm am Rhein
wurde am 12. Juni 1978 im Handelsregister unter HR B 1491 eingetragen und die
Hamn(Bri Reinhold Fleschhut und Dr. Dieter Laudien sind gemelnsam-zur Vertre-
tung der Gesellschaft berechtigt.

Waeiter bescheinige ich, daB die Gesellschaft ihren Sitz in Ingelheim am Rhein hat.

Gegenstand des Unternehmens Ist die Entwicklung, die Herstellung und der Ver-

trieb von veterinrmedizinischen PrBparaten und anderen Produkten zur Gesunder-
haltung von Tieren. : '

Ingelheim am Rhein, den 02. August 1896/hin

’ - (Q/(/éa'/\ | o

tarassessor als amtiich besteliter Vertreter

tariatsverweser anstelle von

of. Welrich In '“““"'!'!&Bm*“"’ﬁm y
' X ESTACOPM RO
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i Die Echthelt vorstehender Unterschrift des Notarassessors

' Dr Scholl als amtlich bestellter Vetreter des Notarassessors
. Dr. Peter Wirth - Notariatsverweser anstelle des Notars Prof.
' Kostenbersehnung: Dr. ¥Weirich In Ingelhelm und die Echtheit des beigedriickten

:liﬁblh.r for lonr Dienst-stespels-siegels werden hierdurch bestdtigt. Zugleich
‘(’\::n:w /@_ ) wird bescheinigt, daB der Vorgenannte.zur Vornahme der Amts-
VKDs10.v.28 7, .

BGBI. | 3, 881 = handlung gesetzlch b?fugt war.

DM (A

‘ﬁnlnz.dgn & AX BN Mainz, den neunten August neunzehn-
!

hundertsechsundneunzig
Der Prisident des Landgerichts

4 44,2/7245

* Amtsinspestor _ ( Dr. Hanns Paul TOttenberg).
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El sucrito Cémsul General de Colombia

47 - CERTIFICA:

Que el sefior(s) Dr. HAS PAUL TUTTENBERG, quién autetica la firma del signatario en el
pmmtedoamenm,ejachmhfechadﬂmdwdlhsﬁmmdemmﬁeddmbmal
Regional de Mainz.

Que la firma BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH esté registrada en el

" Registro Mercantil del Juzgado Municipal 653 de Bingen / Rhein, bejo el nimero HR B
1491 yque esﬂmunndnqumobjewmnldeeonfmmdndmhsuyudeh
RepﬁblmdeAlenmil. ’

Que el sefior Dr. DIETER LAUDIN vy el Sefior REINHO FLESCHHUT , qma:(eu)
firma(n) el preserite documento tiene(n) facultad legal y suficiente para representar a la
-mencionada firma y otorgar poderes en su nombre.
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Que ha tenido a Ia vista la documentacién que prucha lo anterior.

.t
asd

Munich, a 23 de agosto de 1996
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TRADUCCION OFICIAL No. 34464
de un documento escrito en Alemdn, el cual para su identificacien

se sella con el erllo de la traductora, lo mismo que la

presente.-

(A continuacién de la reprasentacién y el poder conferido a
OERMAN CAVELIER, tpa. B32; GONZALD PERDOMO, tpa. 8313 EMILID
FERRERD tpa, 31929; y LUZ FLEHENBIA DE PAEZ, tpa 23355,
domiciliados en la Carrera 4 No. 72-33, Bogota, Colombia, pnf la
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA OMBM, domiciliada an '6455216

Ingelheim am Rhein, RFA, a través de sus representantes los 8rs.

Reinhold Fleschhut y Dr. Dieter Laudien:)

Leoalizacion

" Protocole notarial No, i696/96 V

Certifico la autenticidad de las firmas antecedentes pﬁeltas ante

mi por los sefores:

1. Reinhold F 1l eschhut, Dipl.Chem. domiciliado en .39218

Ingalheim, Am Mahlborn 16,

2. Dr. Dieter Laudien, Dipl. Chim., domiciliado en 53127 Mainz,

Carl-Ortf-6trafe 11,

TOSTATICA- S JMCOE Co /
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Seraluciin No, 504 Muniwabian

—presentados por la secrataria sefora Ingrid May, con domicilio
comercial an la Boshringer lngelheim OB8mbH, quien a lﬁ vaz sa

identificd con su licencila de conducciédn-.

Igualmente certifico, por hhh.r examinado en la fecha el Registro

de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen:

Gye la firma Boehringen Vetmedica Ingelheim GmbH, domiciliada en
Ingelheim am Rhein, fue inscrita bajo el No. HR B 1491 el 12 de
Junio de 19768 en el Registro de Comercio del Juzgado Municipal de
Bingen y que los seforss Reinhold Fleschhut y Dr. Dieter Laudien,
estdn facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ademés certifico que wl domicilio de la sociasdad es Ingelheim am

Rhein.

El objeto social es el desarrollo, produccidn y venta de

preparados médico—veterinarios y otros productos para la salud

animal.

Ingelheim am Rhein, 2 de agosto de 1996/hin
‘Fdo.: firma ilegible

({Hilo y oblea roja en relieve:) El notario suplente

El notario suplente - Ingelheim del notario de Ingelbheim
Prof. Dr. Weirich

. T ﬂllﬂM:
DF BOGOTA, nm%: 0 Sanrisy

T091ATICA 3
2 TENDO & La way Cow g AL OuB g

e

By
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v (dos sellos redondos @n tinta del Tribunal Regional de Mainz y en
hojita adjunta)

710 E 1

Se certifica la autenticidad de la firma antecedente del Dr.
8choll como notari suplente del Dr. Pater Wirth, notario suplente
del Prof. Dr. Héirich, notario de Ingelheim, y la del sello

oficial que la acompaffa. Igualmente =Be cartifica que el

. mencionado notario estaba facultado para realizar ese acto
3
3 oficial.
_ z
= e
< &
z $ Mainz, nueve de agosto de mil novecientos
3 = . .
< 3 noventa y seis
n .
23 |/
El Presidente del Tribunal Regional
(E) Fdo.: firma ilegible
{Dr. Hanns Paul Tittenberg)
costas

Deraschos de legalizacion

{vValoriDM 5.000,-)

JVKostlO del 25 de julio 1997

Bacetas Oficial I Pag. 841

DM 2°|__

Mainz, 13 de diciembre de 1993

Fda.: firma ilegible ' .
Inspector . )
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' EN EBPAROL: La legalizacion de las fTirmas antecedentes por el
i Consulado de Colombia en Munich (Certificacién) bajo o1 No. 131

del 23 de agosto de 1996, y por el HMinisterio de Relacionss

Exteriores de Colombia bajo #l1 No. 203408 del & de septiembre de
1994,

Pagados derechos y Fondo Rotatorio UB® 1046,~—

S S s S, S

~

E8 TRADUCCION FIEL Y COMFLETA, de la cual se deja copia an los.

archivos de estas oficinas para su confrontacién.

.. Santafé de Bogota, 10 de septiembre deé 19946
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i | : CAVELIER
ABOGADOS
TewErax: 1871 i1 23888080 TDIFCIO SISKI Conngo ELccrnonico Munoial : CAVE
Caprcs CAVELEYES CARRERA 4!, No.72-28 TELEFrOND :1B7) i) RIZOID0

TELEX: 4BATS BOGOTA 8. COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAE CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. SI DI

Poderdante:  BOFHRINGER INGELHETM VETMEDICA GMEH

Poder conferido el: 02-08-96

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calided de apoderado
principal del poderdante arr1b7, mencionado, atentamente
menifiesto a Usted que sustituyo’ el poder que/ me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con

Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades gque me
fueron conferidas.

Hago la aniérior sustitucién conforme al articulo 66 del
Cédigo de . Procedimiento Civil ya que los otros sustitutos
faltan en este momento.

Sefior Jefe,

H LN -
% = e —
GERMAN CAVELIER
T.P.A. No. 832

C.C. No. 2.877.924 de Bogoté

Acepto.

Q_ch

EMILIO FERRERO
T.P.A. NR 3]1.929
C.C. No. 438.019 de Usagquén

~

2e-780-2 (ﬂfo.‘ pe#-E¢ = gol- ool §

NITH SO O4 1287 3



NOTARIA BEX VA CE 202074
BECONDCURIZMTY Y 1 JEERTALIGN FERSGH!\L
Sentelé de Bogoll D C. Ao SET S

— e gy

Amle BIJUAG MaAULL BITSRD K St

———

gulen(es) exhibidiersn) k(s) C.

‘ L4

- v
¥ lats) Libeela(s) Fiilitaries): __ég 5 E ; i 5

¢ i3 edoen G, y axsiuffaren) qoe ia(s) fimma(s) que
8. 20 turesg.ale ce:_-ner.l’: es(son) Is(s) suyafs) y qus

Chu. Li v & 5 “rescinm
En conensar 80 Din3 el citigencia.,

N




9 =

Bescheinigung

European Office suropéen
Patent Office des brevets

Certificate Attestation

Dia angshefteten Unteria- The attached documents Las documants fixds &
gen stimman mit der are exact coples of the ceite sttestation sont
ich singereichtan Europsan patsnt application conformes i la version
Fassung der auf dem nich- deacribed on the following  Initialamant déposée de
sten Blatt bazelichneten page. as originally filed. ia demande de brevet
suropiischen Patentanmel- euwmopden spécifise & Ia
dung (berein. page sulvante.
Patentanmeidung Nr. Patent spplication No. Demande de brevet n*
99123767.8
Der Prisident das Europlischen Patantamts:
Im Auftrag
For tha Preskient of the Europesan Patent Office
Le Prisident de 'OMca suropden des brevets
po.
LL.C. HATTEN-HECKMAN
DEN HAAG,DEN
THE HAGUE, 08/11/00
LA HAYE,LE

EPA/JEPQIOEB Form

1014

- 02.81



Europllisches European Office suropden

Patentamt Patent Office des brevets
Blatt 2 der Bescheinigung

Sheet 2 of the certificate

Page 2 de 'attestation

A ogi2s67.8 NV . Do i 30/11/99 /
Dumands n*; . dn digdt: \

Anmuidar; ]

Applicant{sk

Damanisy

s}
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA CMBH
55218 Ingelhefm am Rhain
CERMANY

Baxsichmmg dar Erfindung:
Tiia of the invantion:
Thra da Finvantionc

Safe snttanuated bovine viral diarrhea virusas for use in pregnant cows

in Anspruch genowmmans Priorilitian) 7 Priority{ias) cisimed / Priorith{s) mvendiguis{s)

Stast Teg: Abturnichen:
tamr Date: Als no.

Pays: Dute: Nusivo da o8t
Internationaly Patantiis selflkation:

intermations! Paiant classification

AB1K39/12, CO7K14/18, AS1P31/14, C12N15/80

Am Anmuiduing benannis Virtragstasten:

Contracting sinins dasignatsd st date of filing: AT/BEACHAY/DE/DI/ENF/FRA ARNEATAULUAENLPTAETR
Bisis contractania disignis lors du dapt:

Sammricungen:

Ravmriks; -~

Aamarmquex

EPA/EFO/OER Ferm 1012 - 1100



V. VON:EPA-MUENCHEN 03 t30-11-99 I'?: H +48 8132 TIMITI- +HB HY 23004405 4 5
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Safo attenuated bovine viral diarrhea viruses 3

for use In pregnant cows

Field of the invention

The preaant Invertion relates to the uae of spacifically atisnuatad live BVD (Bovine
Viral Diarrhea) viruses for the preparation of a vaccine for use In the prevention
and/or treatment of BVDV infections in breeding stocks of catile, pregnant cowa and
for fetal pratection In pregnant cows.

10 The invention also relates tn a method of treatment and/or prevenfion of BVDV
infections in the abave named group of cattie.

Background of the invention

15 Bavine Viral Diarthea Virus (BVDV) is the causative agent of BVD and mucoeal
diseqse n cattio (Baker, 1987; Moennig and Plagsmann, 1682; Thial et al., 1008).
Fnhllnhﬂhnd:ﬂngmmwunmuklﬁﬂnmqﬂondﬂnhﬂu.nbmﬂomu
well as biyth of Immunctolerant calves which are persistently infectad with BVDV.
These calves lack or have very low neutrelizing antibody thers and are continuously

20 shedding high amounta of virus. Next to acute or peralstantly infactad bulls these
crives are the major source for virus spreading and are therefors of primary
imparinnce in the apidemiology of this diseass, The major economical impact of BVD
resufis from high abortion rates, stilbirths, fetal resorption, mummification, congenital
maiformations, and birth of weak and yndersizad cajves. For a detalled review of the

@ pathoganaesis & Is hereby refered to the article of Mosnnig and Lises of 1805 in its
entirety,
Two major antigenic groupé of BVDV (type 1 and I1) have been described (Becher et
al. 1990) which digpiay limited cross neutralizing antibody reactions (Ridpath et al.
1684).

30 BVDV and other pastivinmses share the abliity to cross the placenta of pregnant host
animais. Freasnt attenuated Ive BVDV wvaccines aiso cross the placenta of
seronegative heliers and result in clinical symptoms of wild type BVDV Infectiona
(sse Moennig and Liess, Orhan et al. 1963; Liess at al. 19684).

!
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Prasant vaccines for the prevention and treatment of BVDV Infections still have
drawbacks (Qirschot et al. 1089).

Kiled vaccines (Inectivated whole virus) or subunit vaccines (conventionally purified
or helarologously expreased purifiad viral proteins) are most often Infaricr to live
vaccinas in thelr sfficacy to produce s full pratactive immune response even in the
prasence of adjuvanta,

Live BVYDV vaccines, although aitenuated, are most oftan associated with serfous
safely problems. As mentionad above, they cross the placenta of pragnant cows and
lend to dlinical manifastations in the felus and/or the induction of pereistently infected
calves. Therefore, they cannct be appliad to breading herds that comprise pregnant
cows. Pregnant cows must 0 be kept lsoiated from vaccinaiad catile to protect
fetusas and may not ba vectinated themeelves. Furthermore, revertants of
attenuated lve BVDV pose a serious threat to cattie. For conventionally derived
attenusted viruses whersin the attenuation is aitalned by conventional multiple
pasaaging, the moleouter origin as weil as the genetic stabliily remaine unimown and
the outbreak of revertants is unpradiciable,

Live vaccines with defined mutations as a basis for aitenuation would aliow to avold
the dieadvaninges of the pressnt genemtion of attenusisd vaccines. A further
advaninge of sald attenuating mutations Yes In their molecular uniqueness which
afiows for ues as distinctive jabele for an attenuated pestiviruees and fo distinguish
them from peativiruses from the fleld.

Such ive and specifically sitenuated pestiviruses with a high potential for induction of
immunity as well as a defined basis of attenuation which can aiso be distinguished
from pathogenic pestiviluses are descibad In the PCT-application PCT/EP
968/03842. In this appiication it hae bean demonstraied that pestiviuses can be
apecifically atfenusted by the inactivation of the RNesa acliviy residing in
glycoprotain E™®, The Inventors disciose thet this attenuation principie is universal to
all peativirusss and particulany suliable for BVDV,

This application diecioses an attenuatsd [ive vaccine thet is superior in its effleacy of
induction of immunity to subunit and kiled vmoocines as well ms superior %
conventionally attenuated vaccines which are moiscularly undefined, unmarked and
unpredictable with respect o mutante. From prior art an expert would naturally
associate the riek of fetal BVDV Infectian when vaccinating pregnant cows or cattle in
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Therefore, the technical problem underyiag this invention was to provide safely
5 attenuated and Ive BVDV vaccines that be used for the preparstion of a Rve

vaccine for use in the prevention and/or of BVDV infections of pregnant
cows or caitle In the presence of pregnant
Disciasure of the invention

10
- The solution fo the abova technical prublur ls achieved by the description and the .
smbadimsnts chamciarized In the claims.

it has surpdeingly been found that ive BVQV (bovine viral diarhea virus), wherein
the RNase activity residing In s glycoprotein E™® is Inactivated, does not reeult in
18 placental transmission to the fetus whan gregnant cows are vaccinated with said
viruses, No clinical signs In the caives are pbesrvable when a BVDV strain of sald
characteristic ia used to challenge pragnant o
Therefore, In ons aapect, the present invantion relatas the unexpected use of a live
BVDV (bovine viml diarvhea virus), wherpin the RNase activily residing In Is
20 glycoprotein E™® is inactivated, for the preperation of a live vaccine for uss In the
pravention and/or treaiment of BVDYV infeciidns in breeding siocks of cattie.

Even more unaxpected, pragnant cows thamecives may be vaccinated with said
specifically attsnuated BVDV. Consaquentlyl in a prefarred embodiment, the prasent
invention relates to the uss of sakd BVDV forithe preparation of 8 live vaccine for use

@ Inthe prevention and/or treetment of BVDV yfections In pragnant cows.
This allows for the first ime ever to prevent and protect the fetus Itself against BYDV
Infections with a ive vacoine. In @ mom preférred embodiment, the present inverntion
reiatas to the uae of sald BVDV for the prepamation of a live vaccine for inducing fetal

prataction againat BVDV (nfections In pregnapt cows, :

30 The term “vaccine” as used hersin refére iv a pharmaceutical composition
comprising at least one immunclogically] active component that induces an
Immunological responss [n an animal and pgsalbly but not neceesarily ons or mare
additiona] components that enhance the jmmunoiogical activity of sald active
component. A vaccine may additionally cimprisa further components typical
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pharmacsutical compostions. The immunoiogically active component of a vaccine
may compiise complete five organisms in elther Rs original form or as aitenuated
organisms in & so called modified five vaccine (MLV) or ciganiams inactivated by
appropriste methods In a 6o called killed vaccine (KV). in ancther form the
Immunciogically active component of a vaocine may comprise appropriais slaments
of sald organiame (subunk vacoines) whereby these elements are generated alther
by destroying the whole organism or the growth cultures of such organisms and
subsequent purification steps yielding In the deaired siructure(s), or by synthetic
processes induced by an appropriate manipulation of a sultable systam ik, but not
restricted to bacteria, insects, mammalian of other spacies plus aubsequent lsolstion
and purification procedures or by Induction of sald synthetic pracegsesa in the animal
needing @ vaccine by direct Incorporation of - genetic material using sulteble
pharmaceutical compositiona (polynucleotide vaccination). A vaccina may compiise
ohe or simuitanacusty mors than one of the alemants deseribed above.

Additional components 1o enhance the immune responae sfe conatituants cammonly
reforred to as adjuvants, ike e.g. auminiumhydroxide, mineral or other olls or
ancliary molecules added to the vaccine or generatsd by the body after the
reapective induction by such additional componenis, lke but not resiriciad to
interferons, intarleulkine or growth factore.

A “pharmacsutical composlition® egsentially coneista of one or mora ingredients
capabie of madifying physiological e.g. Immunciogical functione of the crganism It ls
administerad to, or of organisms Iving (n or on ita surface lfke but not restricted 1o
antibiotios or antiparasitics, as well as other constituents added to It In order to
achieve certain other objectives like, but not [imited to, processing tralts, sterfiity,
stablity, feasibilly tb adminisier the compoaition via entsral or parenteral routes such
as oral, Intranasal, intravenous, intramuecular, subcutanecus, intradermal or other
suftable roufs, icierance after administration, controlled release propertiee.

A vaccine of the invention refers to a vaccine as defined shove, wherain one
immunologically ective component s a liva BVDYV, wherein the RNase actMly in its
protein E™®ig inactivated, _

The term “live vaccine® refers to a vacdne comprising a living, in partioular, a IMng
viral active component. '




10

18

:30-11-09 @ i) 8132 TI4IT7-

The term ‘BVDV" ae usad hersin refers to all virvses belonging o specisa BYDV 1
and BVDV 2 in the genus pestivirus within the family Flaviviidae (Becher et al.
1960). X

The more ciassical BYDV type | strains and the mom mcently recognizad BVDV type
i straine dieplay some fimited but diatinctive differences in nuclectide and amino acki
sequences. Those differences are immunologioally distinguishable by monocional
antibodies. The attenuation principie of inactivating the RNass activity in tha protein
ER"® as described In the above referenced intemationa) application ls universally

spplicable and holds true for both type | and typs | BVDV. The surprising feature of

BVDV which are attenuated in saild manner that theee viruses do not cross the
placental barrier and do not lead to clinical manifestations of BVDYV infectiona in the
fotus applies to all types of BVDV. Therefors, in a further more preferred
embodiment the present invention relates to the uss of sald BVDV for the
preparstion of a live vaccine for the treaiment and or prevention of fetal infection,
pregnant cowa snd breaeding stocks of catife.

"RNase activity' as used herein refers to the abiiity of the glycopratein E™ which s
an Inherent proi=in to all naturally cocurring pestivinees such as BVDV fo hydrolyzs
RNA.

it should be nolad that the term glycoprotein ED ls oftsp used synonymously to

* glycoprotsin EM In publications.

The term “Inactivation of the RNase activity residing in said giycoprotein” refars to the
inabillty or reducad capebillly of a modified glycoprotein ER™ 1o hydrolyze RNA as
compared 1o the unmodifiad wild type of sald glycoprotein E™®,

Inactivation of the RNase activity realding In glycoprotsin E™* can be-achieved by
dejetions and/or mutations of at least one amino acld of sald glycoprotein as
demonsirated in the intemational application PCT/EPB8/036842 and by Hulst et al.
(1988). Therefors, in a most prefemed embodiment the present invention relates to
the use of live BVDV, wherein gaid RNasa aciivity is inactiveted by deletions and/or
mutations of st laaat one amino ackd of said giycaproteln.

The amino ackd sequence for the BVDV sfrain CP7 |a accessable for reference
purpcses in the GenBank/EMBL data llbrary (sccesslon number UB3478). Two
regions of amino acids ara highly conservad in glycoprotein E™® as welj as In some
plant and fungal RNase-active proteing (Schneider ot al., 1883). These two mglons
are of particular iImpostance to the RNage enzymatic activily. The first reglon consists
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of the region st the amine acide at position 208 to 310 and the second reglon
aonsists of the smino acids at position 341 o 380 of saki viral polyprotein as
axampilfied for the CP7 strain of BVDV (numbering accoriing to the deduced amino
acid saquencs of the CP7 sirain; see Figure 1 for the amino acid sequencs of the
CPY giycoprotsin E™®), The amino acids of particular Importance to the RNase
activity as mentionad above are by no means limited to the exact position as defined
for the CP7 strain of BVDV but are simply usad In an sxsmplary manner o point out
the preferred amino acids being at that position or coryesponding to that position in
BVDV strains since they are highly consaryed. For different BVDV peetiviruses the
numbering of the positions of the preferrad amino ackds might be different but an
axport In the fiald of the molecular binlogy of pestiviruses will easlly idantify these
preferrad amino acids by thelr position relative to the highly consssved amino acids
of sald glycopratein.

As a consequence, the presant invention relates in & more prefered embadiment to
the use of BVD)V according fo the invention, wheteln sald naciivating delationa
and/or mutations are located at the amino acide at position 286 to 310 and/or
posftion 341 {0 360, se deacribed for the BYDV GP7 strain In an exsmplary manner
and cormesponding thereto in ather BVDV etrains, of sald glycoproteln,

in a most preferred embodiment the present Invention discloses the use of a Ive -
BVD virua according to the invention whereln aaid RNase activity la inactivated by
the deletion of the histidine reskiue at the poeition 340 ae described for the CP7
strain of BVDV In an sxemplary manner or corresponding therein In other BVDV
eirains, of said glycoprotein.

In a further aspect the Irvention relates 1o 8 method for the pravention and/or
treatment of BVDV infections In breeding stocks of catile characterized in that a
pharmeceutical composition comprising a live BVD virus, wherein the RiNase activity
residing In i glyooprotein E™* is inactivatad, s applied fo an animal in need of such
prophylaxis or treatment.

To practice the invention It la nacesaary io prepars a BYDV according to ths
invention. This can be done with any avallable BVDV that Is sulted for recombinant
modification. One example how to obtain auch & virus acconding to the invention is
given below In exampie 2. The sxample demonstrates the preparation of a virus for a
usa acconiing to the invention in an examplary manner and la by no means imiting.
An expert In the fisid of virology or molecular biology can achieve this by standard
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methoda which are abundantiy provided In the art.

The application of the preferrad live viruses acoording to the application to the
preforrad group of animale is (dentical 1 the application methods which are avallable
and practicad for other live attenusted virusea In the art,

1. Baksr, J.C. 1087. Bovine viral diarrhea virus: a review. J. Am. Vet. Med.Aasac.
100; 1440-1458.

2. Becher, P., Orlich, M., Koamidou A., K&nlg, M., Baroth M., Thisl H.J)., 1980,
Gepetic Diversity
of Pestivirue: Identification of Noval Groups and (mplications for Clasalfication.
Virology 262: 84-71.

3. Fuerst T.R. ot al. 1886. Eukaryotic transient expression systsm based on
reqombinant vacainia virue that synthesizes bactariophage T7 RNA polymerase. -
Proc. Natl. Acad. Bal, 83; 8122-8128.

4. Hulst, M.M,, F.E. Panoto, A. Hooekmann, H.G.P, van Gennip, and Moormann,

R.J.M. 1688. Inactivation of the RNase activty of glycoprotein E™ of classical
swine fever virus results in a cytopathogenic virus, J. Virol T2: 1681-157.

6. Kunkel, T. A, J. D. Roberts, and R. A, Zakour. 1687. Rapid and efficient site-
specific mutagenesis without phenotyplc sslaction. Methods Enzymol. 184:367- _
ana.

6, Meyers, G, Taule, N, Becher, P., Thisl, H.nJ,, & Kimmerer, B.M, 1896b.

Recovery of cytopathogenic and noncylopathogenic bovine viral diarthea viruses
from cDNA constructs. J. Vinol,, 70: 8606-8613.

7. Moyers, G., Thiel, H.~J, and Rimenapl, 7. 1688a, Classical swine fever virus:
Recovery of infactious viruses from cDNA constructs and genaration of recormnbinent
cytopathogenio swine fever virus. J. Virol, §7:7088-708526,

8. Moennig, V. and Piagemann, J. 1992, The pestiviiuses. Adv. Virus Res. 41: 53-




10

18

:30-11-99 ¢

pha 6102 774377- +40 6 23

9. Moennig, V. and Liess, B, 1986. Pathoganesis of intrauterine Infections with
Bovine Viral Diarrhea Virus. 11; (3), 477-487.

10. Olrachot van, J.T,, Bruschke, C.J.M. Rijn van, P.A, 1999, Vaccination of
ceftie againet bovine viral diarrhoea. Veterinary Microblology, 64: 1606-183,

11. Sandvik, T., Paton D.)., Lowings P.J. 1867. Detection and identification of
ruminant and porcine pestiviruses by nested ampliification of 5' untransiated cDNA
regions. J Virol Methads 84: (1) 43-58.

12. 8chnelder, R., G. Unger, R. Stark, E. Schnejder-@cherzer, and H.~J. Thiel
1863, identification of a structural giycopratsin of an RNA virus as a ribonucleasa.
Sclence 261: 1169-1171.

13, Thisl, H.~J,, Plagemamn, G.W., & Mosnnlg, V. 1966. The pestiviruses, In Flekds
Virology, eds. Flolds, B.N., Knips, D.M.. & Howley, P.M. (Lippincolt-Raven,
Phiiadeiphia), pp.1056-1073.

14. Welland, E., Thiel, H.~J., Hess, G., and Welland, F. (1888), Development of .
monocional neutralizing antibodies agaist bovine viral diarwhea vieus sfter
pretreatment of mice with normal bovine calis and cyciophosphamide. J. Virol,

~ Methads 24: 237-244.

Exargples

Example 1 BVDV fotal challenge study
Expariments| design

Skx pregnant heifers were sslected from a BVDV negative herd. Two groups of 3
helfors each wera included in the frial, The animale in the groups were kept isolated,
theraby inauring the absence of oroea and outskie Infeation.
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Group [No.of  [Vine Applicationrouts | Dose per route
No animals TCiDs
1 3 NCPT m.; Ln; it e 1.2x10°
2 3 B-345d Lm.; Ln; L e.c.; 1.2x 10°

Table 1

Helfers from groups 1 to 2 were inoculated with at least 10° TCIDy BVDVina
volume of 3 mi per routs. Application routsa werse intramuscular (L.m.), subcutaneocus
(s.c.), intranasal (I.n.) (1.5 mi per nostril) and intratracheal (.L.).

Blood samplea ware collectad from the animals for serclogy and virological
examinations. Heifers were regularly monitored for the prasence of clinical signa of
BVDV infection during the observation period. The experiment was tenminated after
the birth of calves by examination for BVDV infaction. Main evaluation parameters
were the numbsr of BVDV-relatad abortions and the number of caives born viraemic
of comptising antibodies to BVDV.

Bufly cost praparatione
Blood was collactad in euitable sterile vesaels pre-filled with heparin solution (Ne-

heparin for infection, & 000 {U/mi:Gedaon Richier RT, Budapest, Hungary) assuring
&t least 20 U heparin per mi bload in the bipod sample.

Blood was cenirifugad for 10 min at 760 g at 4 “C. Erythrocytes sedimentad In the
lower haif of the tube while the plasma made up the supsmatant iy the upper half of
tha fube. On fop of the erythrocyts phase. In the so called Interface, the leukacytes
were located. Thie thin layer of white blood cells was collected with a sterlle pipeita
and then resuspended very carefully in @ new tube flliad up with Gey's buffer
(140mM NH,CL, 2,7mM KCI, 8,5mM NegHPOy, 1.6mM KHsPO4 ). The suspenaion
was kapt on ice for 10 minutss. Cslis ware centrifuged again (10 min, 750 g, 4 °C)
and the aupsmatant discarded. Gey’s buffer freatment was repeated until no
substantial amount of erythrocytes was observad in the suapension. Then the cells
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were washad twice in RPM| 1640 (Gibco BRL, Eggenstsin, Garmany) with § % FCS8
(fetal calf serum, about 20 mi) and centrifuged thereafter. The abtained bufty coats
were reauspsnded in a small volume (2 ml) of RPMI 1640 5 % FCS and frozen al —
70 *C In two aliquots of 1 mi. Bufly coats wers used for the determination of blood
cell asaaolated BVDV.

BVDV sntibodv ELISA-1gat

At |sast 10 mi fresh blood were collected at sach sampiing time point from each
animal, Blood was aliowad to clot at room temperature, and aspanated by
cantrifugation. Each serum sample was tasiad for the presence of BVDV-antibodles
using a suitable and validated ELISA test (Svanavir™ BVDV antibody test Cat# 10
2200-10). The tast was vaiidated and performed acconding to the manufacturer's
recommendations. Positive samples were diiuted acconding to the log: scale fo

detarmine BVDV antibody thers.

The strain B348-d was applled to group 2. it ls aimost kisntical to the NCF7 strain
that was applied $o group 1 except for one singls deletion of the histiiine in position
340 of its amino acid sequence. B340-d was prepared according o the procedure
fisted below.

For virus Isclation a 20% suspenasion of tissues, serum or buffy coat were ussd.

1 g organ material wae homogenizad using & mortar and plstil, diluted up to S mi
phoephaie buffered aaline (PBS8) and centrifugad at 1500 * g for 10 min at 4°C. The
supematant was filtratad sterilly using 0,45 pm fiter hoiders, Schieicher and Schuall,
Dassel, Germany, and used for virus (solation.

Virus propagation wae parformed on Marbin Darby Bovine Kidney cells (MDBK) as
monolayer in 24 well plates with EMEM, containing 10% fetal calf serum, 1%
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noneseential smino acids and 0,15 % antiblotics. Before starting the cella were
testad for cantamination with BYDV by RT-nPCR ae described bejow, and by
immuncfluoreacence aseay (IFA).

Aner spiiiting, the calls wera aach infactad simultaneously with 100 ul suspsnaion,
sarum or buffy coat In duplicates. S days later, one aliquat of the call culfures was
frozen and thawed.

1004l of the cell lyeste was passaged twice to MDBK cell suspansiona. One allguct
was fixed with ethanoi and stored at —20°C for virus detaation by iImmune
flucrescence asamy(IFA).

Infoctod call culiures ware teated by |FA, Cells wera fixad by incubation with cold
ethanol at ~20°C. Fixed 24 wail plates ware washad with PBS twice, Afterwards the
wells wars inoubatad for two hours at room temperature with aBVDV-mAb-mix

(Welland et al, 1888), The aBVD-mAb-mix was diiuted 1:10 in PBS. After washing
three times with PBS rab.a-mouse FITC- conjugated antiserum (Jackson
ImmunoRsasearch Labiorstories inc., West Grove, PA 18380, USA) wae addad in a
-solution of 1:160 in PBS (phosphats buffered saline) and Incubated for 1 h at room
temperature. After additionsl washing, glyosrol-PBS (1:1) was added and stained cell
cullures were investigatad by immunofiuorsscance microecopy.

RNA wae exiracted by column chromatography using QlAamp Viral Mini Kit for
serum sampjes anc RNaasy Mini It for organ material and buffy coat, according to
the menufaciurers recommendations. Both kita are avalabie from Qlagen LTD,
Hiiden, Germany.

RT-0PCR:

Primer pairs for the detection of peetiviruses by RT-nPCR ware used as previously
deeribed by Sandvik et al. (1667). The sequences of the extamal primer are:
(P103F) "5-TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC T-3’
(P386R) '5- TGT GCC ATG TAC AGC AGA GAT T -3°
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The axtemal primare generated a DNA- fragment of 280-284 hp length.
The sequences of the intemal primers ware as follows:
(B146F) '5-AAC AGT GGT GAG TTC GTT GGA T3
(B314R) "5-CAC CCT ATC AGG CTG TAT TCG T-3°
6 The intemal primars generated a DNA- fragment of 181 bp length.
A volume of & | total RNA (1ug — 1pg) was used for RT-PCR amplification, using the
Titan One Tube Kit, Boshringer Mannheabn, Mannheim, Gamany. RT-PCR was
camied aut in a total volume of 26yl, containing 1°RT-PCR, 0,1 mM dNTPs, 20 pmol
aof sense and antisense primer, § mM dithiothreitol, 1 mM magnesium chiaride, 2,56 -
10 5 U RNasin, Promaga Ltd, 1-2,5'U enzyme mixturs, AMV-RT and Taq Polymerase,
ad 251 Aqua dest. Including 0,1% diethyipyrocarbonat.
RT-PCR-cyale conditions were as follows:
42°C for 1 hour, 88°C for § min and 3B cycles of 84°C for 1 min, 60°C for 1 min and
T2°C for 1 min, finally prolongation for 10 min.
1§ 1 i PCR product was used as template for the nested PCR, using Qiagen Taq
(Qiagan LTD, Hilden, Germany).
NPCR was carried out In a toial volume of 80y, containing 1*PCR bufter, 3,6mM
magnesium chioride, 0,1 mM dNTPs, 20 pmol of sach primers and 2,5 U Tag,
The tampemture prafile of the nasted PCR for 30 cyciee was 84°C for 1 min, 656°C
20 for 1 min and 72*C for 1 min, followsd by s prolonged last ampiification.
A volume of 5 yi nPCR product was analysed by horizontal agarose gel
electropharesis in tris-acetate EDTA buffer, using 1% agarose and a 1 jg/ml
ethidium bromid sfaining. The ampilficate was identifiad by stze comparison with a
standard molecular weight 100 bp ladder (Glibco BRL, Eggenstsin, Germany), the
25 speacificlly of the PCR products wee checkad by asquencs analysie,
To run non-crosscontaminating PCRs the RohoAmp 4200 (MWG Biotech,
Ebersberg, Germany) was used for automsated pipetting. Thermocycling was
performed In a DNA Thermal Cycier Primus 88 (MWG Biotach, Ebersberg,
Germany) or T3 (Blometra, Gattingen, Germany)-
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Clinical obssnvation
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observation period.
In&wphnmﬂylmummmmmdmnldhdumamnww
about a period of 8 days (between Pl days 7 ~ 12). Two animale had diarrhea on
day 14 Pl. Results are summarized In table 2.
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Ranking: 1 = miki, 2 = moderate, 3 = severe
Pregnancy history

in Group 2, all halfers had a nomal length of pregnancy (n a range of 270 — 277
days) and a pregnancy and partuiition with no complication,

In Group 1, one animal (#11738) had abortion in the 8" month of pregnancy.
Necropsy of the fetus revealed an acute sero-fibrinous inflammation of the
chorion that led to an insufficiant oxygen aupply of the fetus and then to is
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suffocation The remaining two snimale pave birth to a calf after 278 (¥13178) and
208 (1111083) days of pregnancy, respactively.

in case of an abortion sampies from different organs such as brain, splesn or
kidney were investigated by PCR and/or |[FT for BVDV. Al dilnical ssmples
obteined from the aborted fetus of cow 11736 in group 1 were BVDV negative.

10 Buffy coat sampies from caives bomn from cows 11093 and 13178 wera BVDV
positive as confirmed by IFT and PCR. In conimast, buffy coals and serum
samples fram calvea bom from cows 10585, 110808 and 12031 of group 2 were
all negetive fro BVDV as confirmed by the above mentioned methads. The data Is
summarized in table 3. '

15
Table 3
— mf nsmissjon Eval
group [Animal | chall. | osf | abor/ |  conclusion from parcentage
No. Vius { No. { life virus detection data placentsl
fransmission of
froup
11083 11083 | Iive | pos
e
1 [ 11738 | NCP7 {11738 |sborted]| neg 88%
. [ +]
43178 | 13178 (live pos
[
0585 10685 | live " neg
[+] .
2 [11060 | BM9d [11060] [ve neg 0%
[+
L‘W 1 1205317 Tive neg
e
20

At selaction and day of infection the pregnant cows were BVDV negative. Serum
samples from all animals In the trial collected 1 manth after infection were BVDV
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earopositive. Serum positivity was confirmed for BVDV throughout the trial by
reinveetigating serumn samplea ohtaln*d on a monthly basis from ail animals. The
data is summarized In table 4. |

Table 4 i
ANTIBODVE‘.IBADATA

Cow No.| Group BVDV apeciid aniibodjes In aera tken at

Selec-| infec- ileomh At termination

on | tom |1]2}3 [ 4| 6| 8 cow | cal*
11083 1 - - TR EEREERE - .‘4.
13178 | 1 . - |+l 8+ + | + ]+ + .
11788 | 1 - - [+][+f+ [ + [AD*INA] NA NA
11080 | 2 - R ERERERE + -
90666 | 2 - - (*+|++ |+ +]|* + -
12031 2 - - |+ '+ [+ - - -
"PI = Post mfection; * mﬁ'k-nmdo—amumm:
NA = Not appiicabis;
’mnbmﬂon.mmmmwdfmnm
study, Ab.=aboition ;

|

Discuselon and conciusion |

As 2 of 3 calves born in group 1 which yere infacted with NCP7 were vireemic for
BVDV et birth whereas no calf bom from group 2 which had been Infected with B-
340-d thia data provides clear that the genomic modification introducad
in B-348-d abrogates the abillly of thonntvlmc NCP7 to induce fetal Infection.

Exampla 2 Generstion oleuN»ﬂllln BYDY mutants

Starling with the full length GDNA clonex pA/BYDV (Meyers et al., 1806b), from
which Infectious cRNA can be obtained py in Vit tranacription, subciones were
genarstad. A Xhol/Bglll fragment from pA/BVDV wae cloned Into plasmid pCITE-2C,
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cut with the aama enzymas. Single strandad plasmid DNA was produced from these
constructs according to the method of Kunkel (Kunkel et al., 1887) using E. call CJ
236 colls (RioRad) and the VCMS single strand phage (Stratagene). The singie
siranded DNA was converiad to double strands using the ‘Phagemid In vitro
Mutagenaesia Ki' (BloRad). A synthetic cligonucieotide which was used as a prmer
for generating the desired BVDV mutant le listed below In an exemplary fashion:

B-348d: CATGAATGGAACAAAGGTTGGTGCAACTOQ

The double strandad plasmid DNA was used for fransformation of E.coll XL1-Blue
colis (Stratagens). Bacterial colonles harboring plasmids wers (solated via ampicifin
golection. Plasmid DNA waa propared and further analyzed by nuclectide
sequencing using the T7 polymersse sequencing kit (Pharmacia), Plasmids
containing the desired muiations snd no sacond site changes were used for the
canstruction of full length ¢DNA clones. To obtaln tha BVDV CP7 mutant, &
Xhol/8gill fragment containing the deletion was Inssned into pA/BVDY aut with Xho!
and Ncol together with & Bglli/Nool fragment jeclated from pA/BVDVi/ine-. From
construct pA/BVDV/ne- a oRNA was ftranscriibad thet gives [se fo a
noncytopathogenic BVDV upon transfection in suttable calis (Mayere et al., 1886b).
Tha different full length clones were amplified, and ths plasmids isolated. The
presence of the desirad muiatiors was proven by DNA sequencing. After
linearization with Smal cRNA was tranacribed as described praviausly (Meyers et al.,
1996ab). RNA was purified by gel filtration and phenol/chioroform extraction and
uead for transfection of bovine iddney (MDBK clane B2) cells. The transfeciions were
analyzed by Immunofiucreecsnce with virue epecific antlsara. The daesired mutant
could be recovared (as confirmed by immunofiucrescance). The virus was amplified
by paasage on the same cell iina usad for tha transfection experiments.

Further analyais of the mutant induded determination of one step growth curves and
characierization of viral RNA by Northem blot with virus spacific cDNA probes as wall
a8 reverse transcription polymerasa chain readlion (RT-PCR) and subsequent
aequancing of the PCR fragments to verify the presance of the desired mutations In
the viral gepome. The recoverad vinuses grew squally well and produced simflar
amounts of RNA just as the virus resulting from the plaemid displaying the wiid type

saquence.
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The viability of the BVDV mutant was shown by tranafection of the reepective cRNA
and splitting of the calla 3 days.thereafter. Past of the cells was seaded Into a 3.5 cm
diameter dish, fixed with acetone/methanol at the day thereaftar and analyzed by
immunofiuorescence with a mbdure of BVDV-apeoific monocional antibodies
(Welland et ai., 1088). Al cofla were found poeliive whereas a conirol of cells
transfectad with noninfactious RNA showed no signal. From a part of the cells
tansfecitsd with the respectiva cRNA, an extract was produced by one cycle of
freezing and thawing. Freeh calls were Infected with this cell axtract and proved to be
BVDV positive by BVDV specific immunofiuorescence 3 days post infection.
Table 1 presents the changes inftroduced Into the ‘coneerved eequences of EN®
mnﬂmmpuhﬂwammofﬂnRNmmdimenﬁad by the virus
mutant.

Table 1
Name "Saquence in RNawse motif RNase Viablity
activity. of mutant
PABVOV ... GLHOIWPEKIG... ...RAEWNKOGWORNW.. + +
B340t . SLHGIWPEKIC... ...RHEWNK_GWCNW.. - *

Logend o Table 1: Teat for RNaes sctivity was done \n a transient aasay. BHK21
colls were infected with Vaccina virus vTF7-3 (Fuerst et al, 1888) and then
transfectad with the respactive cDNA conetyuct (5 g of plasmid DNA, transfaction
using Superfect as recommeanded by the supplier (Qlagen)). After 10 hours
incubation at 37 *C in a COy incubator, the tranefected cells wers lysed and
procasaed for determination of RNase activily as descrbed below]. Viabllity was
determinad ae desorlbad balow.

Exampie 2 Effect of the mutation In position 348 of the BVDV strain CP7 on the
RNase activity of E™®

To test the efiect of the delstion in position 349 on the RNase actvity of E™®
appropriate cells were infoctad with the mutant viruses,

For the BVDV mutant RNese aciivily was tesiad with matarial obtained after RNA
transfection without passage of the recovered viruses, Cofls tmnafected with the
_mmmmwnnpmnm:mwhmdbhu.mh
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jater, from one dish, cell extracts were prepared and analyzad for RNass activiy.
Infection with wild type virus served se a poaltive control whersas noninfectad cealle
were used as & negative control. Cells ware washed twice with phosphate buffered
saiine and lysed in 0.4 mi of lysis buffer (20 mM Tre/HCi; 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 2 mg/mi bavine serum albumin; 1% Triton X100; 0.1% deaxycholic acld; 0.1%
sodium dodecy! sulfats). The lysate was given o 1.5 ml reaction tubes, sonified
(Branson sonifier B12, 120 Watt, 20 s in @ cup hom water bath), cleared by
centrifugation (6 min. 14,000 rpm, Eppendorf Centrifuge, 4°C) and the supernatsnt
subjeciad to ultracentrifugetion (Beckmann table top ultmcentifige, 60 min at 4°C
and 48,000 rpm in a2 TLA 45 rotor). Determination of RNasa activity was done In a
total volums of 200 ul containing 5 or 50 il of supematant of the second
centrifugation step and 80 ug of Poly(rU)Pharmacia) in RNase-asaay buffer (40 mM .
Tris-acstnte (pH 6.6), 0.6 mM EDTA, 5§ mM dithicthreitol (DTT)). After incubation of
the reaction mbdure at 37°C for 1 hour 200 ul of 1.2 M perchioric acid, 20 mM LaS0,
was added. Aftar 15 min incubation on lce the mbdure was cenirifugatad for 15 min
at 4°C and 14,000 rpm In an Eppendorf centrifuge. To.the supematant 3 volumes of
water ware added and an aliquot of the mbdure was analyzed by measuring the
optical density st 260 nm ueing an Ultrospec 3000 spectrophatomater (Pharmacia).
The muistion Introduced into the E™ gene compietaly abrogated RNass activity
(Table 8),

To prove infection, the cells of the second dish wers analyzed by
immunofiuorescence with BYDV specific monocional antibodies (Welland et al.,
1089) and found 100% poasliiva.

Table 6

oW TES [

Oy |26 {11 1.1

'Desoription of fable 5
CP7: virus racovered from pA/BVDV/Ina-; B-340-d: virus recavered from pA/B-348-d;
control; exiract from noninfected MDBK ceils.
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Figure 1 Amino acld ssquence of the giyooprotsin E™ of BVDV CP VI

1 ENITQWNLQDNGTEGIQRAMFORGVNRALHQIWPEKICTGVPSHLATDTE
81 LKAIHGMMDASEKTNYTCCRLQRHEWNKHGWCNWYNIEFWILLMNKTQAN
101 LTEGQPLRECAVTCRYDRDSDLNVVTOARDSPTPLTGCKKGKNFSFAGIL
161 VQGPCNFEIAVBDVLFKEHDCTSVIQDTAHYLVDGMTNSLESARQGTAKL
201 TTWLGROLGILGKKLENKSKTWFGAYA

undacned: e o hakine reakives mpposed 0 be 1 he syl aresof he

enzyme are shown (n bold charactare. The shown sequehce comesponds to reaiduss
271 10 407 of the CP 7 polyprotein
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Use of a live BVDV (bovine viral diarrhea virus), wherein the RNase activity
residing in ks glycoprotein E™® (s Inactivated for the preperation.of a lve
vaccine for uss In ths prevantion and/or trestment of BVDV Infectione In
breeding stacks of cattie.

Use of a BVDV according to claim 1 foruse In tho pravention and/or treatment
of BVDV infectiona In pragnant cows.

Use of 2 BVDV acoording 1o claim 1 for inducing fatal protsction against BVDV
Infections [n pregnant cows.

Use of « BVDV acconding 1o any one of ciaims 1 o 3 for use In the prevention
and/or treatment of BVDV type | infectiona.

Use of a BVDYV according to any one of claims 1 to 3 for use In the pravention
end/or treatment of BVDV type Il infactions,

Usa of a BVDV acconding to any one of claims 1 to 7, whemeln sald RNase
eciivily Is inactivated by deletions and/or mutatione of et least one amino acld

of said glycoprotein.

Use of a BV virus according to any one of cialms 1 to 8 comprising & BVDV
paetivirus, wherein aald RNase activity [s inactivatad by the delstion of tha
histidine residue at pasition 348, as deacsibed In figure 1 for the CPT etrain in
an examplary manner or comesponding thersio In other BVDYV atrains, of sald

glyocoproteln.

I 8132 774377 H0 8D 2UDLUATEE
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ABGBTRACT

This invention ralates to the use of apecifically aftenuated live BVD (bovine viral
§ diarrhea) vinuses for the preparation of a vaacine for use [n the prevention and/or
treatrnent of BVDV Infections in breeding stocks of cattls, pregnant cows and for fetal

protaction In pregnant cows.
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TRADUCCION: Sc traduce la carfitula y Ias reivindicaciones anexas a una copia de la solicitud de
patente el:lropea No. 99123767.8, escrita en inglés para el invento denominado {VIRUS
ATENUADOS E INOCUOS DE LA DIARREA VIRICA BOVINA PARA USO EN VACAS
GESTANTES.

ANEXOS

OFICINA DE PATENTES EUROPEA

Certificado

Los documentos adjuntos son copias exactas de la solicitud de patente europea descrita en

la siguiente pégina, como fue presentada originalmente.
Solicitud de patente No. 99123767.8

Por el Presidente de 1a Oficina de Patentes Europea
(Firmado Degible)

LL.C. HATTEN-HECKMAN

La Haya, 08/11/00
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REIVINDICACIONES

Un BVDV vivo (virus de la diarrea virica bovina), en el que
la actividad RNasa que reside en su glicoproteina E™® esté
inactivada, para la preparacién de una vacuna viva para uso
en la prevencién y/o tratamiento de infecciones BVDV en
ganado vacuno reproductor.

. BVDV de acuerdo con la reivindicacién 1, para ser utilizada

en la prevencién y/o el tratamiento de infecciones BVDV en
vacas gestantes.

BVDV de acuerdo con la reivindicacién 1, para inducir
proteccién fetal contra infecciones BVDV en vacas gestantes.

. BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

3, para uso en la prevencién y/o el tratamiento de
infecciones BVDV de tipo I.

BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, para uso en la prevencién y/o el tratamiento de
infecciones BVDV de tipo I1I.

. BVDV de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a

5, en el que dicha actividad RNasa estd inactivada por
deleciones y/o mutaciones de al menos un amino&cido de dicha
glicoproteina.

. Virus BVD de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones

1 a @, para ser utilizada en la prevencién y/o tratamiento
de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor que
comprende un pestiviruse BVDV, en el que dicha actividad
RNasa esti inactivada por la delecién del resto de histidina
en la posicién 349, como se describe en la Figura 1 para la
cepa CP7 de una manera ilustrativa o correspondiente a ella
en otras cepas BVDV, de dicha glicoproteina.

04484-801-007-8
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

GUPERTRISTRIA Y CRERCIO
REQUISITOS MENIMOS PAR/ Cadicacion 3 ONSIATS 000000 Folioss 9

Facha U521 PO0O-11-29 17:50405

PATENTE DE INVENCION] J—~ e b WYl B WS OO
yﬁumum []
« ot e idaniiicacssn del Inventor []

10 0 nomire de la Invencién [

272 [1]

2 [1]

dePago SO [1

e Poder, cuado proceds [1]
o Copia de la primera solicitud de patente, si reivindica prioridad, sefialandola

expresamente []

;/m?-mﬁ []
COMPLETA[ INCOMPLETA [ ]

DISEROQ INDUSTRIAL | |

o Nombre e identiicacion def peticionario []
o Nombre e identificacion del inventor o tiseflador 11
* Indicacidn del género de producins pera los cusies debe uliizanse []
s Representacion grifica [1]
o Comprobante de pago [1]
o Poder, cuado proceda (1]
» Firma del solicitante o apoderado []
COMPLETA INCOMPLETA [ ]

Fecha: . Carrera 13 No. 2700 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-
Fax: 281 31 25 e-mail:info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogotf D.C. - Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA DEINDUSTRIAYCOMERGIOPERINTENDENCIA

2020

Bogoté, D.C.

Doctor

EMILIO FERRERO

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 00091439
Trémite 002
Evento 001 .
Actuacidn 430
Oficlo No. 0302
Folios ' 001

- Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Declsién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Para efactos de entendimientn, y posterior dightallzecién de la soliciiud es iImportante que los documentos
aportados sean enteramente legibles, por lo tanto se sugiere aportar un nuevo capitulo descriptivo.

- Debe allegar copla del documento en que conata la cesidn del derecho a la patente otorgado por el Inventar
al solicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

- El Interesado debe informar la direccién del solicitante, debido a que en la solicitud no aparece la misma.
(Art. 27-b, D 486/00). )

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que deniro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderd su
prelacién.

Notifiquese el presents ofic me a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 15 de e del 2001.

ALIX CARME CESPEDES/OE VERGEL
I6n de Nuevas | clones

El anterlor requerimiento fue notificado por filacién enlistadefecha __{ § FF"_2i1 .
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Carrera 13 No. 27-00 Plsos 5y 10
Conmutador: 334 12 21

Fax: 281 31 25

Santa Fe de Bogot4, D.C., Colombla



