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Solicitante : BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
Asunto ! Solicitud de patente para: “VIRUS ATENUADOS E
INOCUOS DE LA DIARREA VIRICA BOVINA PARA
UBO EN VACAS GESTANTES".
Fecha de la solicitud ¢ 29 de noviembre de 2000

TRAMITE:002 - EVENTO:001 - ACTUACION:444

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando como apoderado del solicitante en el asunto
antea identificado, me refiero al oficio nimero 0302, notificado por fijacién en lista de fecha
de 156 de febrero de 2001.

Para atender a la providencia anterior solicité un plazo por medio de mi memarial niimero 00.091.439
00000002 radicado el 10 de abril de 2001.

2. Mediante el oficio niimero 0302 se puso en conocimiento del solicitante el
informe que contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre 1a presente solicitud
de patente. Atiendo a 1as observaciones de la manera siguiente:

2.1. Descripcién: Se presenta un nuevo capitulo descriptivo como lo sugiere
ese Despacho.

0 de cesj B i p8. Presento junto con este escrito el
documento en que consta la eesn'm del derecho a la patente otorgado por el
inventor al solicitante, junto con su respectiva traduccibn. Me permito
informarle que la direccién correcta del inventor Dr. Knut ELBERS es
Caprino-Veronese-Str.4a,56435 Gau-Algesheim, Alemania.

NI T. B60.041.367-3
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Adicionalmente presents nuevo petitorio en donde aparece la correcta
direccién del inventor.

2.3. Direccifén del golicitants, Me permito informarle que la direccién del
solicitante es:

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
Binger Strasse 173
D-56216 Ingelheim am Rhein
Alemania

2.4. Recibog. presento junto eate escrito, el recibo por 73,440 pesos por
concepto de modificaciones en solicitud pendiente.

8. Puesto que se han atendido a cabalidad las observaciones hechas por su
Despacho sobre la presente solicitud de patente, atentamente solicito que se continie su
tramitacién.

Bogots, 19 MAYD 2001

Sefiora Jefe,
é::Q__ C‘e—_oﬁ
EMILIO FERRERO
T.P.A No. 31.929
COLO 04484-801-007-8

AINASN-69
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Virus atenuados e inocuos de /la diarrea virica bovina

para uso en vacas gestantes

Campo de la invencidn

La presente invencién se refiere al uso de virus de la diarrea virica bovina,
BVD (del ingés Bovine Viral Diarrhea) vivos y especificamente atenuados para la
preparacidn de una vacuna para usa on |la prevericion y/o el tratamiento de infecciones
por virus de la diarrea virica bovina, BVDV (del ingiés, Bovine Viral Diarrhea Virus) en
ganado vacuno reproductor, vacas gesrantas y para la proteccién fetal en vacas
gestantes.

La invencién también se refiere a un método de tratamiento y/o prevencién

de infacciones BVDV en el grupo referico anteriormente de ganado vacuno.

Antecedentes de /a invencion

El virus de la diarrea virica bovina (BVDV) s al agente causante de BVD y
de la enfarmedad de las mucosas en el ganado vacuno {(Baker, 1987; Moennig y
Plageman, 1992; Thiel y col., 1996). La infeccidn fetal durante la gestacion puede
dar como resuitado la resorcion del fato, abortos asf como el nacimiento de temeras
inmunotolerantes que se infectan pertinazmente can BVDV. Estos terneros carecen
de tftulos de anticuerpos neurtralizantes o los tienen en muy bajo nivel y estdn
esparciendo continuamente sitas cantidades de virus. Junto con los toros con
infeccién aguda o pertinaz, estos terneros son la principal fuente para la propagacién
del virus vy, por lo tanto, tienen une impaortancia fundamental en la epidemiologia de
esta enfermedad. El principal impacto econdémico de la BVD procede del alto
percentaje de abortos y elevado indice de mortinatalidad, rasortién fetal, morifica-
cién, malformaciones congénitas y necimiento de temeros débiles y con un peso
inferior al normal. Para un anélisis detallado de |a patogénesis se hace aqul referencia
al articulo de Moennig y Liess de 1995 en toda su extension.

Se han descrito dos grupos antigénicos principales de BVDV ({(tipo | y 1}
{Bacher y col., 1999) que exhiben reacciones cruzadas limitadas con anticuerpos
neutralizantes (Ridoath v col.. 1994).

8VDV v otros bestuvirus Tienen en comun su capacidad para atravessr la



10

15

20

25

30

A9
92

placenta da los animales haspedantes en estado de gesiacién. Las actuales vacunas

.2.

BVDYV vivas atenuadas también atraviesan la placenta de las novillas seronegativas
y dan como resuitado sintomas clinicos de ias infecciones BVDV de tipo silvestrs
(véase Moennig y Liess, Orban y col., 1983; Liess y col., 1984).

Las actuales vacunas para Ia- prevencién y el tratamiento de infecciones
BVDV poseen todavia inconvenientas (Oirschot y col., 1998).

Las vacunas muertas {virus anteros inactivados) o las vacunas subunitarias
(proteinas viricas purificidas convencionaimente o proteinas viricas purificades y
expresadas heterdlogamente) son en su mayor parte inferiores a les vacunas vivas en
lo qua se refiere a eficacia para producir una respuesta inmunoldgica protectora
campleta, inciuso en presencia de coadyuvantes.

Con mucha frecuencia, las vacunas BVDV vivas, aungue atenuadas, estén
asociadas a graves problemas de seguridad. Comé se ha mencionado anteriormente,
atraviesan la placenta de las vacas gestantes y producen manifestaciones clinicas en
el feto y/o la induccién de temeros partinazmente infectados. Por lo tanto, no pueden
aplicarss 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 astadc. Més alUn, los BVDV vivos atenuadas que
experimentan reversién plantean una seris amenaza para el ganado vacuno. Para virus
atenuados obtenidos convencionaimante, an las que la atenuacién es producida por
mditipies pases convencionales, el origan molecular asl como la estabilidad genética
psrmanece desconocida y el estallido de virus que revierten es impredecible.

Ciertas vacunas vivas con mutaciones definidas como base para su
atenuacidn permitirfan evitar ias desventajas de la presente generacion de vacunas
atenuadas. Una ventaja adicional de dichas mutaciones atenuantes radica en su
exclusividad molecular que permite utilizarias como marcadores caractaristicos para
pestivirus atenuados vy distinguirlos de los pestivirus del campo.

En la Solicitud PCT N° PCT/EP 99/03642, se describen pestivirus de este
tipo, vivos y especificamente atenuados, con un alto potencial para inducir inmunidad
asi como una base definida de atenuacién que también puede distinguirse de los
pestivirus patdgenos. En esta solicitud se ha demastrado que los pestivirus pueden
ser atenuados sspecificaments por inactivacion de la ectividad RNasa gue reside an
la glicoproteina E™S5, Los autores de Ia invencion describen que este princibio de

atenuacion es universal para todos I0s pestivirus v particularmente acecuaoo Dara
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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 induccion de
inmunidad, ademés de ser superior a las vacunas convencionaimente atenuadas, que
no estdn definidas molecularments, no estdn marcadas y son impredacibles con
respecto a sus mutantes. A partir de la técnica antarior, un experto asociaria de modo
natural el riesgo de infeccién BVDV fetal cuando se vacunah con un virus vivo
atenuado vacas gestantes o ganado vacuno en una relacién de vecindad con las 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
invencién era proporcionar vacunas BVDYV vivas ylatenuadas inocuamente que puedan
utilizarse para la preparacidén de una vacuna viva para uso en la pravencién v/o el
tratamiento de infecciones BVDV de vacas gestantes, o de ganado vacuno en

presencia de vacas gestantes.

Descripeidén de la invencién

La solucion del problema técnico anterior seencuentra en asta descripcidn
y en las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

$e ha encontrado de modo sorprendente qua BVDV ({virus de la diarrea virica
bovina) vivos, en los que ia actividad RNasa que reside en su glicoprotaina E™"5 eytd
inactivada, no producen transmisién placentaria al feto cuando las vacas gestantes
sa vacunah con dicho virus. No son apreciables signos clinicos de ninguna clase en
los temeros cuando se utiliza una cepa de BVDV con dicha caracteristica para
exponer vacas gestantes a dicha cepa..

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invancién se refiere al uso inesperado
de un BVDV vivo, en ei que la actividad RNasa que reside en su glicoproteina E™® est4
inactivada, para la preparacién de una vacuna viva para uso en la prevencién v/o el
tratamiento de infecciones BVDV en ganado vacuno reproductor.

De modo todavia mas inesperado, las propias vacas gestantes pueden ser
vacunadas con dicho BVDV especificamente atenuado. En consecuencia, en una
realizacidn preferida, la presente invencidn se refiere al uso de dicho BVDV pera Ia
preparacion de una vacuna viva para uso en la prevenciéh y/o el tratamiento de

infecciones BVDV en vacas gestantes.
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Esto permite, por primera vaz, prevenir y proteger al propio feto contra las
infecciones BVDV empisando una vacuna viva. En una realizacién mas preferida, Ia
presente invencién se refiere al uso de dicho BVDV para la preparacion de una vacuna
viva para inducir proteccién fetal contra infecciones BVDV en vacas gestantes.

E! término "vacuna”, en el sentido utilizado aqui, se refiere a una composi-
cidn farmacéutica que comp'rende al menos un componente inmunolégicaments activo
que induce una respuesta inmunoldgica en un animal y posiblemente, aunque no es
necesario, uno o méds componentas adicionales que intensifican la actividad
inmunoldgica de dicho companente activo. Una vacuna puede comprender adicional-
manta otros componentes tipicos de las composiciones farmacéuticas. El componente
inmunolégicamente activo de una vacuna puede comprender organismos vivos
completos, ya sea an su forma original o como organismos atsnuados en io que se
conoce como una vacuna viva modificada {MLV, del inglés Modified Live Vaccine) u
organismos inactivados por métodos apropiados en lo que se conoce como una
vacuna muerta {KV, del inglés Killed Vaccine). En otra forma, el componente
inmunoiégicamente activo de una vacuna puede comprender elementos apropiados
de dichos organiamos {vacunas subunitarias), siendo generados estos elementos, o
bien por destruccién del organismo entero o de los cultivos de crecimisnto de estos
arganismos 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 sistema adecuado tal como, pero sin limitarse a ellos, bacterias,
insactos, mamiferos u otras especies, ademés de procedimientos subsiguientes de
aislamiento y purificacién o por induccién de dichos procedimientos de sintesis en el
animal que necesita una vacuna por incorporacién directa de material genético
utilizando composiciones farmacéuticas adecuadas (vacunacién'con polinucledtidos).
Una vacuna puede comprender uno o simuitdneamente més de uno de los elementos
descritos anteriormente.

Los componentes adicionaies que intensifican la respuasta inmunaoldgica son
constituyentes normaimente conocidos como coadyuvantes, como por ejemplo
hidréxido de aluminio, aceites minerales o de otra clase o moléculas auxiliares
anedidas a la vacuna o generadas por el cuerpo después de la induccién respectiva
por los componentes adicionales de ese tipo, tales como, pero 3in limitarse a silos.
interferones. interieuguinas o Tactores de crecimiento.

Una "composicion farmaceutica” estd constituida ssencigimente por Unoc o



10

15

20

25

30

A
55

mds ingredientes capaces de modificar las funciones fisioldgicas, por ejemplo

inmunolégicas, del organismo al que s administra, o de los organismos que viven sn
su interior o en su superficie, tales como, pero sin limitarse a ellos, antibidticos o
antiparasitarios, asl como otros constituyentes que se ie afladen con objsto de
producir otros objetivos determinados como, pero sin limitarse a ellos, caracteristicas
de procesamiento, esterilidad, estabilidad, posibilidad de administrar la composicién
por rutas entéricas o parenterales tales como ruta oral, intranasal, intravenosa,
intramuscular, subcutédnea, intradérmica u otra ruta adecuada, tolerancia después de
la administracién, o propiedades de liberacién controlada.

Una vacuna de la invencién se refiere a una vacuna. como se ha definido
anteriormenta, en la que un componente inmunolégicamente activo es un BVDV vivo,
en el que la actividad RNasa en su proteina E™® estd 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 aqul, se refiere a todos los virus que
pertanecen a ias especies BVDV 1 y BVDV 2 del género pestivirus dentro de la familia
Flaviviridae (Becher y col., 1999).

Las cepas mis clisicas de BVDV de tipo | y las cepas més reconacidas
recientemente de BVDV de tipo Il exhiben algunas diferancias limitadas pero
caracterisrticas en las secuencias de nucledtidos y aminoacidos. Estas diferencias son
inmunoldgicamente distinguibles par las anticuerpas monoclonaies. El principio de
atenuacién de inactivar la activided RNasa en la proteina E*™® como se ha descrito en
la Solicitud Internacional citada anteriormente es universalrnente'aplicable Yy 8o
mantiene verdadero para BVDV tanto de tipo | como de tipo Il. La caracteristica
sorprendente de que estos BVDV atenuados de esa manera no atraviesan la barrera
placentaria y no coducen a manifestaciones clinicas de infecciones BVDV en el feto,
se aplica a todos los tipos de BVDV. Por lo tanto, en una realizacion ain mas
preferida. la presente invencion sa refiere al uso de dicho BVDV para la preparacion
de una vacuna viva para el tratamiento y/o ia prevencién de infeccién fetal, vacas
gestantes y ganado vacuno reproductor.

La expresidn "actividad RNasa" como se utiliza aqui, se refiere a la capacidad
de la glicoproteina E™®, que es una proteina inherente a todos los pestivirus natutaies
tales como BVDV. para hidrolizar el ARN.

Hav que senalar aue ia expresion "glicooroteina EQ” sa utiliza frecuentamente
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como sinénimo de la expresion glicoproteina E*™® en 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 glicoprotaina EWNS,

La inactivacién de la actividad RNasa que reside en la glicoproteina E™ se
puede producir mediante deleciones y/o mutaciones de al menos un aminodcido de
dicha glicoproteina, como se demuestra en la Solicitud Internacional PCT/EP99/
03642 y por Hulst y col., (1988). Por io tanto, en una realizacidn muy preferida, la
prasente invencidn se refiere al uso de BVDYV vivo, donde dicha actividad RNasa esta
inactivada por deleciones y/o mutaciones de ai menos un aminodcido de dicha
glicoprotaina.

La secuencia de aminodcidos para la cepa CP7 de BVDV esta disponible, con
fines de referencia, en el banco de datos GenBank/EMBL {niimero de acceso
UB83479). Dos regiones de aminocdcidos estdn altamente conservadas en la
glicoproteina E™S asl como en algunas proteinas RNasa activas de plantas y hongos
(Schneider y col., 1993). Estas dos regiones son de particular importancia para la
actividad enzimditica RNasa. La primera regién esté constituida por la regién de los
aminoécidos entre la pasicién 298 y 310 y la segunda regién estd constituida por los
aminoacidos situados en las posiciones 341 a 360 de dicha poliprotelna virica como
se ilustra para la cepa CP7 de BVDV (numerando de acuerdo con la secuencia
deducida de aminoédcidos de la cepa CP7; véase la Figura 1 para conocer la secuencia
de aminoédcidos de la glicoproteina E™® de CP7). Los aminodcidos de particular
importancia para la 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 sefialar los aminoécidos
preferidos que estdn en esa posicidn o que corresponden a esa posicion en capas
BVDV va que estan altamente conservados. Para pestivirus BVDV diferentes, la
numeracion de las posiciones de los aminodcidos preferidos podria ser difarante pero
cualquier experto en el campo de ia biologla molecular de los pestivirus identificaria
facilmente estos aminoacidos preferidos por su posicion relativa a los aminoacidos
altamente conservados de dicha glicoproteina.

En consecuencia. ia presente invencion se refiere. en una realizacion ma’s.

preferida. ai uso ce BVDV de acuerao con 1a invencién. conae dichas aeleciones v/o
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mutaciones inactivantes estédn situadas en los aminodcidos de las posiciones 298 a
310 y/o de las posiciones 341 a 360 de dicha glicoproteina, como se describe para
la capa CP7 de BVDV de una manera ilustrativa, y en posiciones correspondientes a
ellas en otras cepas da BVDV.,

En una realizacién muy preferida, la presente invencién describe el uso de un
virus BVD vivo de acuerdo con la invencién, donde dicha actividlad RNasa es
inactivada por la delecién del resto de histidina en la posicién 349 como se describe
para la cepa CP7 de BVDV de manera ilustrativa o correspondiante a elia en otras
cepas de BVDV, de dicha glicoproteina.

En un aspecto adicional, la invencidn se refiere a un método para la
prevancién y/o el tratamiento de infeccionas BVDV en ganado vacuno reproductor,
caracterizado porque una composicién farmacéutica que comprende un virus BVD
vivo, donde la actividad RNasa que reside en su glicoproteina E™® estd inactivada, se
aplica a un animal con necesidad de dicha profilaxis o tratamiento.

Para poner en prictica la invencidn es necesario preparar un BVDV de
acuerdo con la invencidn. Esto pueds hacarss con cualquier BVDV disponible que sea
adecuado para efectuar sobre é una modificacién recombinante. Un ejemplo da cémo
obtaner un virus de esta clase de acuerdo con la invencién se da més adelamnte en el
Ejemplo 2. El ejemplo demuestra la preparacién de un virus parg un uso de acuerdo
con la invencién de una manera ilustrativa y de ningtin modo es limitante. Un experto
en el campo de la virologia o de la biologla malecular pueda consaguir esto por
métodos clésicos que estdn abundantemente descritos en la técnica.

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

se practican para otros virus atenuados vivos en la técnica.
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Ejemplos

Ejempilo 1 Estudio de exposicién fetal a BVDV
Disefio_experimental '

Se selaccionaron seis novillas en estado 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 fos grupos se mantuvieron sislados, asegurando por tanto la

ausencia de infaccién cruzada y externa.

Tabia 1
Grupo l\i‘ ;:le Virus Ruta de aplicacion Dosis por ruta
N° animales | ) _ TCIDgq
1 3 |nce7 Lm.ingitisc: | 1,2x10°
2 3 B-349-d f.m.; i.n.; i.t.; 8.C.; 1,2 x 10°

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

Se tomaron muestras de sangre de los animales para realizar los anilisis
serolégicas y viroldgicos. Las novillas fueron vigiladas regularmente para determinar
la presencia de signos clinicos de infeccion BVDV durante el perfodo de observacion.
El experimento se dio por terminado después del nacimiento de ios terneros mediante
un andlisis para detectar infeccién por BVDV. Los principales parametros 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 ad=cuados precargados con
solucion de heparina (heparina sddica para inyeccién, 5.000 Ul/ml; Gedeon Richter
RT, Budapest, Hungria) asegurdndoss de gue hubiera al menos 20 Ul de heparina por
mi de sangre en la muestra de sangre. _

Se céntrifugd sangre durante 10 min a 750 g a 4°C. Los eritrocitos
sedimentaron en la mitad inferior del tubo mientras que el plasma constituia el

soprenadante en ia mitaa supernior aal tubo. Encima de la fase ae los eritrocitos. la
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llamada interfase, estaban situados los leucocitos. Esta capa fina de glébulos blancos
s@ recogié con una pipata estéril y después se resuspendié muy cuidadosamente en
el nuevo tubo cargado con tampdn de Gey (NH,Cl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO,
6.5 mM, KH,PO, 1,5 mM). La suspensién se mantuvo sobre hielo durante 10 minutos.
Las células se centrifugaron nuevamente (10 min, 760 g, 4°C) y el sobrenadante se
desechd. El tratamiento con tampén de Gey se se repitié hasta que no se observé
ninguna cantidad sustancial de eritrocitos en la suspensién. Entonces las células se
lavaron dos veces en RPMI 16840 (Gibco BRL, Eggenstein, Alemania} con FCS al 5%
(suero vacuno fetal, aproximadamente 20 ml) y seguidamente se centrifugaron. Las
capas leucocitarias obtenidas se resuspendieron en un pequefic volumen (2 ml) de
RPMI 1640, FCS al 5% y se congelaron a -70°C en dos alicuotas de 1 ml. Las capas
leucocitarias se utilizaron para la determinacién de BVDV asociado a las células
heméticas.
Ensayo ELISA de anticuerpos frente a BVDV

Se recogieron al menos 10 ml de sangre reciente en cada momento de
muestreo a partir de cada animal. La sangre se dejd coagular a teamperatura ambiente
y se separd por centrifugacién. Cada muestra de suero se ensayd para determinar la
presencia de anticuerpos frente a BVDV utilizando un ensayo ELISA adecuado y
validado {Svanovir® ensayo de anticuerpos BVDV N° de catdlogo 10 2200-10}). El
ensayo fue validado y realizado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Las muestras positivas se diluyeron de acuerdo con la escala log, para determinar
titulos de anticuerpos frente a BVDV.
Virug para la exposicidn 8 la infeccidn fetal

Se aplicd la cepa B349-d al grupo 2. Esta cepa es casi idéntica a la NCP7
que se aplicé al grupo 1, excepto en una sola delecion de la histidina en {a posicién
349 de su secuencia de aminoacidos. La cepa B349-d se prepar6 de acuerdo con el

procedimiento enunciado mas abajo.

Deteccion de BVDV a partir de _muestras de_capa leucocitaria o teijido por el
rocadimiento de aislamiento del virus seguido por un ansayo de inmunoft nei
indirecto (IFT)

Para el aislamiento del virus, se utilizé una suspension al 20% de tejidos.
suero o capa ieucocitaria.
Una cantidad de 1 g de material organico se homogeneizd utilizanao un

moriero v un almirez, se diluyd hasta 5 mi con solucidn saiina tamoonaaa con fosfato
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(PBS) v se centrifugd a 1.500 * g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se filtré en
condiciones estériles utilizando soportes de filtros de 0,45 um, Schisicher y Schuell,
Dassel, Alemania, y se utilizd para el aislamiento del virus.

Se efectud la propagacion del virus en células de riflén 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 aminoécidos no esenciales y 0,15% de
antibidticos. Antes de empezar, las células se ensayaron para determinar su
contaminacién con BVDV por RT-nPCR como sa dascribe méas abajo, y por un ensayo
de inmunofluorescencia (IFA).

Después de su divisidn, las células se infectaron todas ellas simuitdneamente
con 100 pl de suspension, suero o capa leucocitaria por duplicado. Al cabo de 5 dias,
una allcuota de los cuitivos de células se congelé y descongelé.

Dos alicuotas de 100 yi del lisado de céiulas se pasaron dos veces a
suspensiones de células MDBK. Una alicuote se fijé con etanoi y se guardé a -20°C
para la detaccién del virus por ensayo de inmunofiuorescencia (IFA).

Los cuitives de células infectadas se ensayaron por IFA. Laa células se fijaron
por incubacién con etanot frio a -20°C. Las piacas de 24 pocillos fijadas se lavaron
dos vecas con PBS. A continuacién los pocillos se incubaron durante dos horas a
temperatura ambisnte con mezcla aBVOV-mADb (Weiland y col, 19889). La mezcla
aBVD-mAbD se diluyd 1:10 en PBS. Después de lavar tres veces con PBS, se afadid
antisuero conjugado FITC de ratén-rab.a {Jackson ImmunoResearch Loboratories Inc.,
Wast Grove, PA 19390, EE.UU.) en una solucidn de 1:150 en PBS (solucidn salina
tamponada con fosfato) y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después
de un lavado adicional, se aiadié glicerol-PBS (1:1) y los cultivos de células tefiidas

fueron investigados por microscopia de inmunofluorescencia.

Deteccién de BVDV a partir de suero, capa lgucocitaria y muestras de tejido por la
reaccién en cadena de la polimgrasa (PCR)

Se extrajo ARN por cromatagraffa en columna utilizando un aquipo "QlAamp
Viral Mini Kit® para muestras de suero y un equipo "RNeasy Mini Kit"para material
organico y capa leucocitaria, de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes.
Ambos equipos son obtenibles a partir de Qiagen LTD, Hilden, Alemania.
BT-nPCR

Se urtilizarch pares de cebadores para ia deteccion de pestivirus por RT-nPCR.

como ha sido descrito previameante nor Sandvik y col. (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 cebadores externos generaron un fragmento de ADN de 280-284 pares
de bases de longitud.

Las sacuencias 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 ml {1 pg - 1 pg) para la multiplica-
cién por RT-PCR, utilizando el equipo "Titan One Tube Kit", Boehringer Mannheim,
Mannheim, Alemania, la RT-PCR se llevd a cabo en un volumen total de 25 i, que
contenfa 1*RT-PCR, dNTPs 0,1 mM, 20 pmol de cebador sentido y antisentido,
ditiotreitol 5 mM, cloruro de magnesioc 1 mM, 2,5-6 unidades de RNasina, Promega
Ltd., 1-2,5 unidades de mezcla de enzimas, AMV-RT y Taq polimerasa, y 25 pl de
agua destilada, que contenia 0,1% de pirocarbonato de dietilo.

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

42°C durante 1 hora, 95°C durante 5 min y 35 ciclos de 94°C durante 1 min,
60°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 le PCR anidada. utilizando
Qiagen Taq {Qiagen LTD, Hilden, Alemania).

La nPCR se lievé a cabo en un volumen total de 50 pl, que contenia tampén
1*PCR, cioruro 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 durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C durante 1 min,
seguido por una ultima multiplicacién prolongada. Un volumen de 5 ul de producto de
nPCR fue analizado por electroforesis en tampodn de tris-acetato EDTA, utilizando 1%
de agarosa y una tincién con 1 ug/mi de bromuro de etidio. _EI producto amplificado
se identificd por comparacién de tamafos con una escala normalizada de 100 pares
de bases {pb) de paso molecuier (Gibco BRL, Eggenstein, Alemania), y la especificidad
de los productos PCR se verificd por andlisis de secuencia.

Para reelizar PCRs sin contaminacion cruzada. se utilizé el RoboAmp 4200

{MWG Biotecn. Ebersberg, Alemania) para el pipetao automatizado. Ei termociclo se
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realizd en una unidad cicladora térmica de ADN Primus 96 (MWG Biotech, Ebersberg,
Alemanis} o T3 (Biometra, Gdttingen, Alemania).

Reguitados

Obgervacién clinica
No se obsarvé ninglin signo clinico relacionado BVOV en las novillas del

Grupo 2 duranta el perlodo de observacion.
En el Grupo 1, se apreciaron salivacién mas incrementada y descarga nasal
durante un periodo de aproximadamente 6 dias (entra los dlas 7 - 12 Pl}. Dos

animales tuviaron diarrea el dfa 14 Pl. Los resultados se resumen en la Tabla 2.

Tabls 2

Puntuacién de la novilla n® en sl
Grupo 1 Grupo 2

Dlas Pl | 11093 13178 11736 12031 10565 11060

1 - - . - . .

wioN|j|lkjw]N

10

20 - - ’ - - - - ..

21 - - - - - -

Puntuacidn: 1 = débil: 2 = moderada; 3 = fuerte

Historial de gestaciones
En el Grupo 2, todas las novillas tuvieron una duracion normel del periodo de

gestacion {en el intervalo de 270 - 277 dfas) y un estado de gestacion y un parto
sin complicaciones,

£n el Grupo 1. un animai (el n® 11736) tuvo un apcorto en el B* mes de

e
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gestacidn. 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 restantes tuvieron, respectivamente, un
ternero después de 278 dlas de gestacion (n® 13178) y después de 296 dias de
gestacion {(n® 11093).

Deteccitn del virus a pariir de muestras clinicas obtenidas de abortog o de
fernerosg recién nacidos

En el caso de un aborto, se invastigaron muestras de diferentes érganos tales
como cerebro, bazo o rifidn por PCR y/o IFT para BVDV. Todas las mueatras
ciinicas 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 muastras de capa leucocitaria y suero de
los terneros nacidos de las vacas 10565, 1106806 y 12031 del grupo 2 fusron
todas negativas en BVDV, lo que se confirmd por ios métodos mencionados

anteriormente. Los datos se resumen en [a Tabla 3.

Tabla 3
Evaluacidn de la transmisién fetal
Grupo | Animal | Virus de | Ternaro | Aborto/ | Conclusién a | Porcentaje
N° exposicién N¢ vivo partir de los de
datos de transmision
deteccion placentaria
del virus del grupo
11093 1998 1 vive pos
1 {11738 | ncpz | 1;'35 aborto neg 86%
13178 1 3178 vivo pos
10565 10265 vivo neg
2 {11060 | B349d | ' 1260 vivo neg 0%
12031 ! 2231 vivo neg
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tas gergldqi artir d n VBCUNO an gestacion

Al seleccionarias y el dia de la infeccion, las vacas gestantes no estaban
infectadas por BVDV. Las muestras de suaro de todos los animales participantaa
en la prueba que se recogierpm un mes despuds de la infeccién eran seropositi-
vas en BVDV. El caracter positivo del suero se confirmé para BVDV en toda la
prueba reinvestigando muestras de suero obtenidas en una base mensual a partir
de todos los animales. Los datos se resumen en la Tabla 4.
Tabla 4

DATOS DE ELISA PARA ANTICUERPOS

Vaca N*| Grupo | Anticuerpos especificos pars BVDV en sueros tomados en sl momento de
la selec- | Ia infec- meaes Pl Al terminar
ccidn ccion 1 2 3 4 5 6 | vaca | ternero*
11083 1 - - + + + + + + + -
13178 1 - - +| +| + ] + + + + .
11736 1 - - + | +] + | + | Ab.®| NA| NA NA
11060 2 - - + + + + + + + -
10565 2 - . +| +| + | + + + + -
12031 2 - - + + + + + - - -

Pl = después de s infeccidn; *antes de la primera ingasta de calostro; NA = na aplicable;
° después del aborto las vacas se retiraron del astudia, Ab. = aborto

Discusién v conclusiones

Como 2 de cada 3 terneros nacidos en el grupo 1 que fuaron infactados con
NCP7 eran virémicos para BVDV al nacer mientras que ningtin ternero nacido en
el grupo 2 que habla sido infectado con B-349-d lo era, estos datos proporcionan
una clara evidencia de qua la modificacién gendémica introducida en B-349-d

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

Ejemplo 2 Generacién de mutantes de 8VDV negativos en ANasa

Partisndo de los clones Pa/BVDV de ADNc de longitud compieta (Meyer y
col., 1988h), a partir de ios cuales se puede obtaner ARNc infeccioso por transcrip-
cidn in vitro. se generaron subclones. Un fragmento Xhoi/Bglil de pA/BVDV se clond
en el plédsmido pCITE-2C, cortado con las mismas enzimas. Se 'Drodujo ADN
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plasmidico monocatenario a partir de astas construcciones de acuerdo con el método
de Kunkel {Kunkel y col., 1987} utilizando células de E. coli CJ 236 {BioRad) v el fago
monocatenaric VCMS (Stratagens). El ADN monocatenario se convirtid en bicatenario
utilizando el estuche de mutagénesis /n, vitro Phagemid (BioRad). Un oligonucieétido
sintético que se utilizé como cebador para generar el mutante de BVDV deseado es
el expresado a continuacién a modo ifustrativo:

B-349-d: CATGAATGGAACAAAGGTTGGTGCAACTGG

El ADN plasmidico bicatenario se utilizd para la transformacidn de células E.
coli XL 1-Blue (Stratagene). Las colonias bacterianas que albergaban plésmidos fuaron
aisladas via seleccidn con ampicilina. Se preparé ADN plasmidico y posteriormente
se analizé por secuenciacidn de nucleétidos utilizando el estuche de secuenciacion de
polimerasa de T7 (Pharmacia). Los pldsmidos que contenian las mutaciones deseadas
¥ ningin cambio en segundos sitios fusron utilizados para la construccitn de clones
de ANDc de longitud completa. Para obtener el mutante CP7 de BVDV, un fragmento
Xol/BGill que contenia ia delecidn fue insertado en pA/BVDV cortado con Xhol y Ncol
junto con un fragmento Bglll/Ncol aislado a partir de pA/BVDV/Ins-. A partir de la
construccién pA/BVDV/Ins-, se transcribié un ARNc que da lugar a un BVDV no
citopatdgeno tras su transfeccién en células adecuadas (Meyers y col., 1996bl].

Se amplificaron los diferentes clones de longitud completa y se aislaron los
pldsmidos. La presencia de las mutaciones deseadas fue demostrada por sscuencia-
cién de ADN. Después de linearizar con Smal, el ARNc se transcribié como sa ha
descrito previamente {Meyers y col., 1996ab). El ARN se purificé por filtracion en gel
y extraccion en fenol/cloroformo y se utilizé para transfaeccién de células de rifién
bovino {cion B2 de MDBK). Las transfacciones fueron analizadas por inmunofluores-
cencia con antisueros especificos frente al virus. El mutante deseado pudo ser
racuperado {como se confirmo por imunofiuorescencisal. El virus fue amplificado por
pase en la misma linea celular utilizada para los experimentos de transfeccidn.

El andlisis adicional del mutante incluia ia determinaciéon de curvas de
crecimiento en una etapa y caracterizacion de ARN virico por transferencia Northarn
can sondas de ADNc especificas para el virus asi como una reaccién en cadena de
la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR} y secuenciacion subsiguiente de las
fragmentos PCR para verificar ia presencia de las mutaciones deseadas en el genoma
virico. Los virus recuperados crecisron tan bian como el virus resuitante ael plAsmido

aue saxnibia la secuencia ge 10O siivestre. v proaujeron cantidaaes similares os ARN.
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respectivo y division de las células 3 dias después. Parte de las células se sembraron
en una placa de 3.6 cm de didmetro, se fijaron con acetona/metanol el dia después
y se analizaron por inmunofiuorescencia con una mezcla de anticuerpos monocionales
especificos 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
respectivo, se produjo un extracto por un ciclo de congelacidn y descongelacién, Se
infactaron células racientes con este extracto de céiulas y resultd ser positivo en
BVDYV por inmunofiuorascencia especifica para BVDV 3 dlas después de la infeccidn.

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

a8l mutante del virus.

Tabla 1

Nombre Secuencia en el segmento de RNasa Actividad Viabilidad
RNasa dal mutant.

PABVDV ...SLHGIWPEKIC... ...RHEWNKHGWCNW.. +

B-348d ...SLHGIWPEKIC... ...RHEWNK_GWCNW., -

Layenda para la Tabla 1: El ensayo para detarminar la actividad RNasa se hizo en un
ensayo transitorio. S;a infectaron células BHK21 con el virus Vaccina vTF7-3 {Fuerst
y col.. 19886) y después se transfactaron con la respectiva construccién de ADNc {5
ug de ADN plasmidico, transfeccion utilizando Superfect seguin las recomendaciones
del suministrado {(Qiagen)). Después de 10 horas de incubacién a 37°C en una
incubsdora de CO,, las células transfectadas se lisaron y procasaron para determinar
la actividad RNasa como se describe més adelante. La viabilidad se determiné como

se describe mas adelante.

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

Para evaluar el efecto de la delecién en la posicion 349 sobre la actividad
RNasa de E™™S, sa infectaron calulas apropiadas con los virus mutantes.

Para el mutante de BVDV, la actividad RNasa se ensayd con material
obtenido después de |a transteccion de ARN sin pase de 108 virus recuperados. Las

células transfectaaas con &1 ARN aorontado se dividieron 72 h desoués de 1a
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celulares a partir de una placa y se analizaron para determinar su actividad RNasa. La
infeccidn con virus de tipo silvestre sirvié como un tastigo positivo mientras que las
células no infactadas se utilizaron como testigo negativo. Las células se lavaron dos
vaces con solucién salina tamponada con fosfato y se lisaron en 0,4 mi de tampédn
de lisis (Tris/HCI 20 mM; NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, 2 mg/ml de albdmina de suero
bovino; 1% de Triton X100; 0,1% de acido desoxicélico; 0,1% de dodecil-sulfato
sddico). El lisado se puso en tubos de reaccién de 1,5 ml, sa sonicd (sonicador
Branson B12, 120 watios, 20 s en un bafio de agua coniforme), se clarificé por
cantrifugacién (5 min, 14.000 rpm, centrifuga Eppendorf, 4°C) y el sobrenadante se
somatié a ultracentrifugacién {(ultracentrifuga de mesa Beckmann, 60 min a 4°C y
45.000 rpm en un rotor TLA 45). La detarminacién de la actividad RNasa se hizo en
un volumen total de 200 ul que .contenra § 6 50 pl del sobrenadante de la segunda
etapa de centrifugacién y 80 pg de Poli(rU){Pharmacia) en tampén de ensayo RNasa
(Tris-acetato 40 mM (pH 6.5}, EDTA 0,5 mM, ditiotraitol 5 mM (DTT}). Después de
la incubacidn de la mezcla de reaccién a 37°C durante 1 hora, se afadieron 200 i
de acido perclérico 1,2 M, LaS0, 20 mM., Después de 15 min de incubacion sobre
hielo, la mezcla se centrifugé durante 15 min a 4°C y 14.000 rpm en una centrifuga
Eppendorf. Al sobrenadante, se afiadieron 3 volimenes de agua y una allcuota de la
mezcla se analizéd midiendo la densidad 6ptica a 260 nm utilizando un espectrofoto-
ERNS

metro Ultrospec 3000 {Pharmacia). La mutacién introducida en el gen suprimié

———

completamente Ia actividad RNasa {Tabla 5).
Para probar la infeccidn, las células de la segunda placa se analizaron por

inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales especificos para BVDV (Waeiland

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 recuperado de pA/B-349-d:
testigo; extracto de céluilas MDBK no infectadas.
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Figura 1 Secuencia de aminodcidos de la glicoproteina E™ de BVDV CP VI

1 ENITQWNLQDNGTEGIQRAMFQRGVNRSLHGIWPEKICTGVPSHLATDTE
51  LKAIHGMMDASEKTNYTCCRLQRHEWNKHGWCNWYNIEPWILLMNKTQAN
101 LTEGQPLRECAVTCRYDRDSBENVWTQARDSPTPLTGCKKGKNFSFAGIL
161 VQGPCNFEIAVSDVLFKEHDCTSVIQDTAHYLVDGMTNSLESARQGTAKL
j0 201 TTWLGROLGILGKKLENKSKTWFGAYA
Las secuencias que contienan los restos conservados con respecto a las RNasas
conocidas estan subrayadas. Los dos restos de histidina que presuntamente estdn en

el centro catalltico de ia enzima se indican en caracteras en negrilla. La secuencia
15 mostrada corresponde a los restos 271 a 497 de la poliproteina de CP 7.



Qugy- ¥o /-~ 00 RY



CAVELIER ) . Y
ERcosn o _ 11114-CO é

CARBERA & N* 75-38 -1

SOSTTA, § - COLOMIA -

"~ CESION ASSIGNMENT 5 9[3
Yo. (nggo el dvalg fgmedo ® Iowe), the undenigred. ,
Dr. Gregor MEYERS Ir. G MEYERS
"-:‘- eaprinb-Veronese-Str, 4a, 55435

domiclliado (s) en of ;

Albstrafle 1, 72141 Wnlddorl'ulhch. G@rmny T

.7 AlbstraBe 1, 72141 Walddorfaeslach ,
"~ Alemnfa

'declnro(am) jo juramento ser ser. dnico(s)
* verdadero(s) hwentor(s) de la tnvenciin: y

Inventor(s) of the inventionx

state(s) under cath to be sole and ' true

YIRUS ATENUADOS E INOC

DIARREA VIRICA BOVINA PARA USO EN

Safe attenuated bovine viral diarrhea = -

VMS GESTANTES

~iruses-for-use-inpregnant-cows

declaro(amos) ast mlnno que oedo(emoo) z )
limitacién, :

transfiero{erimos), ain
socledad

GMBH

y existente de conformidad con lu
lerUdﬂ_'_lImn:tL
BOEHRINGER INGELHEIM

— VETMEDICAGMBH™

domiclliada en

Dado y firmado hay/Given and signed this . _

state as well; that ﬂﬁn, without reservations or
limitations In favour L

_BOEHRINGER INGELHEIM VETMED

m“ﬂmcomﬂhﬂedandodsﬂngm

cnnl'orml!ywlththeltwsof_.ﬂemn.\f_

domiclled in_Binger Str, 173, 55216 .
' Ingelhetm/Alemania

lll-righlatnlhe'rulttouidhwmﬂonmd&mtthe
above mentioned company hereby is enabled to

in its name, for the corresponding patent
inpgznzpubllcof(:alombh. P

] en/in

N P.‘e 2 b Hm *
© CAVELIHR ABOCADOS
WPPODERE-343 .



L 3 ‘e

Ao disodel mes do s _deWa .- Onthe__dayef )
bt ™
sla s Netarle Publie do r Al beluse me, & Notary Public of
.ﬁéﬁa.&‘;h&"‘iﬁ-"_’ .' *> 1o 20 known, and kaown @ me © be the pusenid whe
wesoals) Sopminis) dot decuments que proowle, y quisnieon .  wweeind that furgoing docament, and who hoothave) Jogal
oaa(p)2sr===—logni posnonrgaels ¢ - VI & aapachy b0 eescute k.
Notarle Publics o Notary Publis

NOTA LA AUTENTICACION CONSULAR B NECEARIA



[ ] e
. L e 1111400 #

T

ASSIGNMENT / page 2
Signatures of the Assignees: )
Knut ELBERS Date

Nrp ey . fuckif2. 0
Gregor MEYERS Date
Signature of Assignor:

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
ppa. ppa.

Dr. Dicter LAUDIEN Dr. Heinz-Gerd KLAS



Umstehende, heute vor mir vollzogene Unterschrift des Herrn Dr. Gregor -
Meyers, geboren am 25.09. 1958 wohnhaft: AlbstraBe 1, 72141 Walddorf- .

hislach, mir personlich bekannt, beglaubige ich.

Tiibingen, den 09. Miirz 2001
K
L

™~
Notar ,

Urkundenrolle-Nr.: 108/2001 -

Kostenrechnung:

Geb. § 45 I KostO DM 20,00

Porto, Auslagen DM _ 9,00
DM 29,00

16 % Mwst. ' DM ___ 464 1
DM 33,64

)

Notar



Pa

L)
Apostille
(Couvention de La Haye du 5 ociobre 1961)
1. Land: Bundesrepublik Deutschland

Diese Sffentliche Urkunde |
2. ist unterschrieben von Klaus Wiist—e----— ..

3. in seiner Eigenschaft als Notar

4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel R e
des (der)— ptaus Wikst-* Notar i Tabingern—==x==

Bastlifigt
5, in _YUbingen 6 om _14.3.2001——r
7. durch Président d.Landgerichts Dr. Sontag
8. unter Nr. —__98101-65/169/2001 —_
9. Siegel/Stempel 10. Un;r‘uchriﬂ'
) A ' ...........
{
A4
910 | - 65/168/2001
Gebihr nach JVKostO
Anl.Z1lit. a bb : )
Aus Wert: -.— DM )

- :DM ,— 20,00

¥

, Nr. 173 Vordruck f0r die Erteilung dar Apostilie (Anl. 2 zur AV b. JuM vem 7. 9. 1978 — Die Justiz §. 419+ ) VL1
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TRADUCCION OFICIAL No. 8325

de un documento escrito en Alemidn, el cual para su
identificacién se sella con el sello de la traductora, lo
mismo que la presente

Traduccién de los sellos y legalizaciones en alemdn que se
encuentran a continuacién de un documento escrito en espafiol e
inglés, por medio del cual los sefiores Dr. Dr. Knut ELBERS Y
Dr; Gregor MEYERS, domiciliados en Caprino-Veronesse~Str. 4 a,
55435 Gau-Algesheim, Alemania, <y AlbstraBe 1, 72141
Walddorfaeslach, Alemanla, respectivamente, declaran ser los
inicos y verdaderos 1inventores de 1la invenciédn VIRUS
ATENUADOS E INOCUOS DE LA DIARREA VIRICA BOVINA PARA USO EN
VACAS GESTANTES, y ceden sin limitacién a 1la sociedad
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH, domiciliada en Binger
Str. 173, 55216 Ingelheim, Alemania, todos 1los derechos
inherentes a dicha invencién. Hay 1 firma de los lnventores y
2 de los apoderado;'de la BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH,

Dr. Dieter Laudien y Dr. Heinz-Gerd Klis.

36
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domiciliado en AlbstraBe 1, 72141 Walddorfhaslach, a quilen :1
COnozco en persona.
Tubingen, 09 de marzo 2001
Fdo.: firma ilegible

Notario

Protocolo notarial Mo.: 108/2001

Costas
Derechos Art. 45 I KostO M 20,00
Portes, gastos DM 9,00
DM 29,00
IVA 16% DM 4,64
DM__ 33,64
Fdo.: firma ilegible
Notario
(Hilo y oblea notarial en relieve)
APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de octubre 1961)
1. Pais: Replblica Federal de Alemania
Este documento pliblico

2. Ha sido firmado por Klaus Wilst

3. Actuando en calidad de notarlo

4. Lleva el sello del notario Klaus Wist, notario de

Tubingen (Tubingla)

Cartificado

5. en Tdbingen (Tubingla) 6. E1 14.3.2001
7 por el Presidente del Tribunal Regional , Dr. Sontag
8. bajo el No. 910I-65/169/2001

{AGA DE HERBER
INTERPRETY ORCIAL

-

Resolcidr” No.5Suf Minusticls
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9. Sello 10. Firma
(Hilo y oblea en relieve del firma ilegible
Tribunal Regional Tibingen

9101-65/169/2001
Derechos segtin JVKostO
Anexo Z.1 1it. a bb
de un valor: -,-- DM
DM 20,00

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en

los archivos de estas oficinas para su confrontacién.

g
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26 de abril 2001.

) ¢

ARRIAGA DE HERBER
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PETITORIO
Industria y Comercio Espacio reservado para ol sdhesivo ds radicacidn
SUPERINTENDENCIA
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
2000-3
o SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién D Patente de Modelo de Utllidad
Nombre: BOEHRINGER
@ INGELHEIM VETMEDICA GmbH IDENTIFICACION
socieded constituida y existents bejo las
SOLI%I}',ANTE leyes de Alemania. ce. O nr O
Direccitn: Binger Strasse 173, D-55218,
Iingelhelm am Rheim, Alemania. C.E. D OTRO D
Teléfono: 548 09 70 NUMERO:
E-mall: clientes@camyp.com
Fax: 2494070
Domicillo: D-55216, Ingelheim am Rhelm,
Alemania.
@ Nombre:  Emillo FERRERO IDENTIFICACION
Direcclon: Carrera 4* No. 72-35
REPRESENTANTE |~~~ cc. nr O
APODERADO no: 1
(74) E-mall: caveller@caveller.com CE. D Otro D
Fax. 21792 11
Domicilio: Bogoté, Colombia Numero: _438.019 TP __ 31920
O Nombre: 1- Dr. Knut ELBERS IDENTIFICACION
2- Dr. Gregor MEYERS
INVE'%;BR(ES) ?—Capﬂ : Veronese-Str. 4", 554356 Ga o D w D
no-Vero L u-
Algeshelm, Alemania. CE. D Otro D
2- Albstrasse 1, 72141 Walddorfhaeslach, .
Alemanila. Numaero:
o TITULO(54)  VIRUS ATENUADOS E INOGCUOS DE LA DIARREA VIRICA
BOVINA PARA USO EN VACAS GESTANTES
IO Clasificacién Interacional (51)
,@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Sallcitud
stk no O EP. 30 de noviembre de 1090 | 9801237678 |
O Para publicar a partir de la fecha de |la presente solicltud a los
6 meses D 12 meses D 18 meses Otro D
o Comprobante de pago No. Fecha




Comprobante de pago de Ia tasa de presentacion de la soliitud

Comprobante de pago da la tasa por concepto de excedents de palabras an la publicacién
Comprobante de pago por relvindlcacion de prioridad

Certificado de existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes, sl fuere el caso

Copla certificada de la primera solicitud, sl se relvindica prioridad

Traduccidn simple de la primera solicltud, si se relvindica prioridad

Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

Descripcion de la invencion

Una o més reivindicaciones

Dibujos y/o planos necesarios

De ser el caso, copla del contrato de acceso

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionsles '
de las comunkiades indigenas )

Da sar el caso, certificado de depdsito del material blolégico

Arte final 12 x 12. .

FIGURA CARACTERISTICA:

@ 00 O0o00000000o0oaq e

O,

NOMBRE:__EMILIO FERRERO

FIRMA: __ _
C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31,929

Iinstrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pigina

" CAR/arc.-
Colo: 4484-301-007-8 -Id- 9
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

T 800174089-2

RECIBD OFICIAL DE CASA : 01 - 14,261
FECHA 1 HARIC 12 DE 2001

s CONSIGRACIOH s

SEPOSTTANTE TIPD PABD BARCD CUENTA Ho. PASD FECHA P6D Vr. PAGD

CAVELIER ABOGR30B iGHACION  DARCC POPULAR  030-00110-% NN 12/03/2001 34,451,460.00

ity CORCEPT O INRS

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
! 50005-01-03 CANBIC DE MODALIDAD Y MODIFICA 12 BARCAS Y LENAS CONERCIALES 73,440.00
TOTAL : $ 73,440.00

SOH:  SETERTA Y TRES KIL CUATROCIENTOS CUARENTA PESIS

RECEBD IE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Ro.

Qp\o oW\ — €0A L ooy -8

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10

Conmutador: 382 0840
Fax: 350 5220
e-mail; info@sic.gov.co
WWMW/SIC.gov.cO
Bogot4, D.C..Colombia



Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION
Folio

Radicacién no 00-91430

Concepto Técnico no 0228 Clasificacién Intemacional de Patentes C12N 15/00

Practicado el axamen de acuerdo a lo establecido en el Art. 38 de la Decisiin 486 se determind que
esta solicitud de Patents de Invencién:

SI[V] NOI[]
SI[Y] NO[]
SI[¥] NO[]
SI[¥] NO[ ]

SI[¥] NO[]
Sif ] NOL]

St{1 NO[ ]

SI[¥] NO[]
SIf¥1 NO[ ]
Si[¥] NO[]

Contiene un resumen de la invencién (Art.26-e).

Contiene el titulo 0 nombre de la invencidn (Art27-d).

Contlene la descripcidn de la invencidn (Ait26-b).

APUGABLE[ ] Contiene los dibujos necesarics para comprender la invencién

Contiene una o mds relvindicaciones. (Art26-c).

NO ES APLICABLE [ ¥ ] Han sido desarrollados Jos productos y/o procedimientos a partir
de recursos genéticos o de sus producios derivados de los que cualquiera de los Palses
Miembros es pale de origen. (Art. 26- h).

NO ES APLICABLE [¥]Loe producios y/o procedimientos han skio obtenidos o
desamollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, o locales de los paises miembros, de acuerdo a lo establacido en la
Decisién 391 y sus modificaciones y reglamentacionss vigentes.(Art.26-).

La invencién se refiere a un producto relativo a un material bloldgico. (Art.26-J).
La priorkiad coincide con la materia relvindicada.

CUMPLE LO8 REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI[ ) NO [¥] ver hoja(s) anexa(s)

EXAMINADOR TECNICO

‘UM

Bogetd D.C, ENERO 24 DE 2003
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Industria y Comexdio

SUPERINTENDENCIA

Follo

Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)

REFERENCIA: Radicacion No. 0001438




