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RESPUESTA AL OFICIO N°, 3359 NOTIFICADO

POR FIJACION EN LISTA No. 119, DE FECHA 24 DE MARZO DE 2006,
(EXAMEN DE FORMA)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogotd, identificado tal como aparece al pie
de mi firma, en mi cardcter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo
siguiente ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal previsto en el articulo 39
de la Decision 486, en los siguientes términos:

1. En respuesta a la primera observacion del Examinador, me permito adjuntar al expediente
la traduccién completa de la solicitud internacional No. PCT/US2004/024011.

2. En respuesta a la segunda observacién del Examinador, me permito informar al Despacho,
que la presente solicitud entra en Fase Nacional Capitulo I y no Capitulo II como inicialmente se
present$. Para tal efecto adjunto copia del Reporte Preliminar Internacional de Patentabilidad
con su correspondiente traduccion. '

3. En respuesta a la tercera observacién del Examinador, me permito aportar junto al
presente memorial, el documento de cesién debidamente legalizado, junto con su correspondiente
traduccién, segiin lo previsto en el Art. 26- k de la Decisién 486.
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4, En respuesta a la cuarta observacién del Examinador, me permito presentar un nuevo
titulo: “VACUNAS VIRALES SEGURAS QUE CONTIENEN AL MENOS DOS VIRUS -
MUTANTES DE LA FAMILIA FIAVIVIRIDAE Y METODOS PARA SU
PREPARACION?”, el cual permite identificar claramente el objeto de la solicitud de patente
segiin lo previsto en la Regla 4.3 PCT, Articulos 26 y 27 de la Decisién 486 y Circular Unica de
la SIC numeral 5.2.9.

Atentamente,

SR. OLARTE
C.C.No. 79.782.747 de Bogoth
T.P. 74.295

Anexo: Traduccién completa de la Solicitud Internacional
Reporte Preliminar Internacional de Patentabilidad junto con su traduccion.
Documento de Cesién.
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Campo de la {pvencién

La presente invencién se refiere generalmente a vacunas adecuadas para la
administraclén a animales frente a infecciones viricas. Mds especificamente, Ia pre-
sente invencidn se reflere a vacunas seguras y métodoa pama praparar dichas vacu-
nas. Les vacunas de la presents Invencidn contienen al menos doa virus mutantes
vivos de la misma familia 0 moléculas de écido nucieico que codifican dichos virus, en
las que cada uno de los virus o los dcidos nucleicos codificadores contiene una muta-
cién que confiere un fenotipo deseable y la mutaciones en los virus estdn en el mismo
sitic gendmico, de manera que los virus mutantes no pueden recombinaree el uno con
el ofro para eliminar las mutaciones.

Funda do ia Invencién

La familla virica Flaviviridae consiste en los géneros Pastivirus, Flavivirus y
Hepacivirus. El género Pestivirus ostd representado por las especies del virus de di-
arrea virica Bovina 1 (BVDV-1), BVDV-2, virus de la paste porcina cldsica y virus de la
enfermedad de Border. Los virlones de los miembros de ia familla encapsulan geno-
mas de RNA de hebra positiva de aproximadamente 8,5 a 12,3 kb. Los RNA genémi-
cos contienen largas estructuras contiguas de lectura abiarta (ORF) que se traducen
en poliprotelnas que se procesan mediante proteasas celulares.y viricas para dar lugar
a las protelnas viricas maduras. Para los miembros de Pestivirus, el ORF codifica una
poliproteina de aproximadamente 3800 aminodéicidos que se procesa de manera co-
trasiacional y post-trasiacional a las sigulentes proteinas viricas maduras {de 5' a 3'):
N™, C, E™, E1, E2, NS2-3, NS4A, NS48, NSSA y NS5B.

Entre algunos mlembros de Pesiivirus 8¢ encuentran dos blotipos basados en
su afecto an las células de cultivo da tejido, lamados citopatogénico {cltopatico o'cp) y
no citopatogénico {no cltopético o ncp). Los andlisis del genoma revelan Inserciones
de secuencias cslulares, algunas veces acompafiadas por duplicacion de secuencias
virales, reagrupamientos gendmicos y/o eliminaciones de secuencias virales en ioe
genomas de pestivirus cp, aunque no en los RNA de los correspondientes pestivirus
ncp. Esto suglere que los pestivirus cp se desarrollan a partir da los pestivirus ncp me-
dlante recombinacién de RNA.

El BVDV es un patdégeno del ganado ampllamente distribuldo. El BVDV-1 nor-
maimenta produce sdlo diarrea ligera en animales inmunocompetentes, mientras que
el BVDV-2 puede producir trombocitopenia, hemomagias y enfermedad fatal agua. El
BVDV es capaz de cruzar ia placenta de ganado prefiado y puede dar por resuttedo el
nacimlento de tereros infectados de forma persistente (Pl) (Maimqulst, J. Am. Vet.
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Med. Aasoc. 152:763-768 (1868); Roass, et al., J. Am. Vel. Med. Assoc. 188:618-818
(1888)). Los temeros vindmicos son inmunotolerantes al virus y virémicos de manera
persistente para el resto de sus vidas. Proporcionan una fuente para la epidemia de
enfermedad de mucosa (Lless, et al., Disch. Tieraerztl. Wschr. 81:481-487 (1974)) y
estén altamente predispuestos e la infecciéon con microorganismos que provocan en-
fermodades tales como neumonia y anfannedad entérica (Barber, et al., Vel. Rec.
117:458-464 (1985)). Pueden existir virus de cualquler genotipo como uno de los dos
biotipos, cp o ncp. E! fenctipo cp comrelaciona con la expresidn de NS3, ya que las cé-
lulas infectadas con BVDV, o bien ¢p o ncp, expresan ambas el NS2-3, mientras que el
NS3 se detecta sblo después de la infeccién con BVDV cp. El NS3 es colineal a la
parte C-terminal del NS2-3. La expresion del NS3 parecs ser un resultado de altera-
clones gendmicas observadas para 6l BVDV cp.

Las vacunas virales disponibles en la actualidad Incluyen vacunas virales muer-
tas o de vida atenuada, vacunas de vectorss vivos, vacunas de sub-unidades y vacu-
nas de DNA o RNA. Véase Roth et al., “New Technology For Improvaed Vaccine Safety
And Efficacy”, Veterinary Clinics North America: Food Animal Practice 17(3):585-597
{2001). La atenuacion de los virus puede lograrse mediante radiacion UV, tretamiento
quimico, o alto paso en serle in vitro. El nlimero, posicién y naturaleza de las mutacio-
nes inducidas por estos métodos son desconockias ausantea los andlisis de secuencia
genémica. La stenuacién puede lograrse también haciendo elteraciones genéticas
definidas, por ejemplo, la eliminacion especifica de secuencias virales conocidas por
provocar virulencla, o la Insercién de sacuencias en el genoma viral. Una preocupacién
respecto al uso de vacunas virales de vida atenuada es que los virus mutantes ate-
nuados tienen el potenclal de recombinarse in vivo para eliminar la(s) mutacién(es)
atenuante(s), restaurando asl la virulencia. Por ejemplo, en presencia de una cepa de
campo virulenta (tipo salvaje), ios virus atenuados que tienen eliminaciones en &l ge-
noma viral tienen el potencial de recombinarse con Ila cepa virulenta para restaurar la
secuencia eliminada. Véase, por ejemplo, Roth et al., supra. Los pestivirus citopéaticos
que tlenen inserciones celulares ee han observado que también dan lugar a virus no
cliopéticos en cultivo celuler mediante la eliminacién de las secuenclas celulares, posi-
biemente mediante la recombinacién de RNA. Véase, por ejemplo, Baroth et al., *In-
sertion of cellular NEDDS8 coding sequences In a peetivirua®, Virofogy, 278(2):456-88,
(2000), y Becher et al., "RNA recombination between persisting pestivirus and a vac-
clne strain: generation of cytopathogenic virue and induction of lethal disease®, Joumnal
of Virology 75(14):6256-85 (2001). Donde se desea Incluir dos virus mutantes atenua-
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doe de !a misma especle, género o familia en una composicién de vacuna, hay una
preocupacién de que los dos virus puedan recombinarse en el animal vacunado efimi-
nando asl las mutaciones atenuantes. Véase, por ajemplo, Glazenburg et al., "Genetic
recombination of pseudorables virus: evidence thaet homologous recombination be-
tween Insert sequences Is less frequent than between mutologous sequences®, Ar-
chives of Virology, 140{4).671-85 (1885).

Permanece una necesidad de desanrollar vacunas segures y eficaces que pro-
t.ejan a los animales frente a Infecciones viricaa.

e Ia cld

La presente Invencién proporciona vacunas seguras que contienen al menos
doe virus mutantes vivos de 1a misma familia 0 moléculas de dcido nucleico que codifi-
can dichos virus, en las que cada virus o el dcido nucleico codificador contiene una
mutacién que confiere un fenotipo deseabls, y las mutacionea en ios virus estidn en el
mismo sltio genémico, de manera que los virus mutantes no pueden recombinarée el
uno con el otro para eliminar las mutaciones.

La presente Invencién proporciona también un método para preparar una vacu-
na viral segura selecclonando o consiruyendo dos o més virus mutantes vivos de la
misma familia, género o especle, en el que cada virus contlene una mutacién que con-
fiera un fenotipo deseable, y las mutaciones en los virus reside en el miamo sltio ge-
némico, de manera que los virus mutantes no pueden sufrir recombinacién de homélo-
gos para eliminar las mutaciones.

La presente Invencién proporciona ademés un método para proteger a un ani-
mal {frente a infecclonea viricas administrando al animal una composicién de vacuna de
la presents Invencién.

as iéndel |

Figura 1. Alineacidn da las inserciones celulares y sacuencias virales de flan-
queo de las regiones NS2-3 de la cepa BVDV-1 NADL y la cepa BVDV-2 53837.
Descrl lada de la nclén

Unicaments sa ha raconocido de acuerdo con la presante vencién que loe vi-
rus mutantes vivos de la misma familia que contienen mutaciones en el mismo sitio
gendmico de los virus, no pueden recombinarse con cuaiquier otro para eliminar las
mutaclones.

Por consigulents, en una realizecién, la presente invenclén proporciona com-
posicionas de vacuna seguras que contlenen al menos dos, as dacir, dos o més, virus
mutantes vivos de la misma famllia, o moléculas de écido nuclelco que codifican dli-
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choe virus, en los que las mutaciones en los virus estén en el mismo sitio genémico,
de manera que los virus mutantes no pueden recombinarse el uno con el otro para
eliminar las mutaciones.

En otra realizacion, la presente invenclén proporciona un método para preparar
una vacuna viral segura, como se describe en adelante. De forma especifica, una va-
cuna ssegura se prepara selecclonando o construyendo doe 0 més virus mutantes vivos
de la misma familia, género o especle, en la que cada virus contlene una mutacion que
confiere un fenotipo desesble (por ejemplo, atenuacién de la virulencia, alteracién de
tropismo celular o biotipo, alteracién del tropismo de la especie, o expresién de un mo-

dulo de genes extraftos), y las mutaciones en los virus estdn en el mismo sltio genémi-.

co, de manera que los virus mutantes no puedan sufrir recombinacién de homélogos el
uno con el ofro para eliminar ias mutaciones.

El término “vacuna® 0 "composicion de vacuna® se reflere a una composicion
que contlene virus mutantes vivos que, mediants inoculacién en un animal, Induce una
Inmunidad completa o parcial a la versién patogénica de los virus o alivia los sintomas
de enfermedades provocadas por las versiones petogénicas de los virus. Los efecios
protectores de una composicién de vacuna frente a un virue se alcanzan normalmente
induciendo en el sujeto una respuesta inmune, o bien una respuesta inmune mediada
por células o humoral, o una combinacién de ambas. Hablando generaiments, las incl-
dencias eliminadas o reducidas de Infecclén virica, la mejora de los sintomas o la ell-
minecién acelerada de los virus de los sujetos infectados, son indicativas de los efec-
tos protectores de la compaosicion de vacuna.

Por "animal’® se pretende inclulr pdjaros, por ejemplo, polios, pavos, aves acud-
tices domésticas, y cusiquier mamifero, por ejemplo, ganado vacuno, aveja, cerdo,
cabras, permos, gatos y caballos. .

La terminologla "virus®, “aisiados virales® o "cepas virales® como se usa en este
documento, se reflere a particulas virales o viriones que contienen DNA o RNA gené-
mico virico, protelnas asocladas y otros constituyentes quimicos (tales como lipidos).

Por “moiécula de dcido nucleico que codifica un virus® 0 “molécula de acido nu-
cleico de un virus® se entiende la molécula de dcido nucleico gendémico del virus, o
bien en forma de RNA o de DNA.

Por “mutacién”® se pretendae incluir la eliminacién, insercién o sustitucién de uno
o0 més nucledtidos, o una de sus combinaciones. De acuerdo con la presents inven-
clén, la mutacién confiere preferiblemente un fanotipo desaable, por ejemplo, atenua-
cl6n de ia virulencla, alteracién del tropismo celular o blotipo, alteracién del troplsmo
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de la eapecie 0 expresién de un médulo de gen extrafio. Las mutaciones especlaimen-
te preferidas son mutaciones que confieren virulencia atenuada.

Par “stenuacién” se entiende que el virus ha perdido aigo o toda su capacidad
de proliferar y/o provocar enfermedad en un animal infectado con el virus. Por ejemplo,
un virus atenuado puede ser un virus que no es capaz de replicarse del todo o estd
limitado a uno o a aigunos circulos de replicacion, o restringido en el troplamo celular o
de tejido, cuando esta presente en un animal en que una versién patogénica de tipo
saivaje del virue atenuado puede replicarse.

Un virua atenuado puede tener una o miés mutaciones en un gen o genes que
estdn implicados en la capacidad patogénica del virnus. Dichas mutaciones también se
refieren en este documento como "mutacidn(es) atenuante(s)’. Un virus atenuado
puede producirse a partir del virus patogénico de tipo salvaje medlante radiacién UV,
tratamiento quimico, o el alto paso en serie de virus patogénico de tipo saivaje in vilro.
De manera alternativa, un virus atenuado puede producirse a partir del virus patégeno
de tipo salvaje, haclendo una aliminacién especifica de secuencias virales conocidas
para conferir virulencia, insercién de secuenclas en el ganoma viral, o haciendo muta-
ciones en uno o0 mas puntos en el genoma virico. Un virus atenuado puede ser un ais-
lado virico obtenido de un animal, cuyo aislado se deriva de la versién patogénica de
tipo salvale del virus a través de acontecimientos diferentes a medios artificlales, por
ajemplo, acantacimlentos que han ocurrido en un animal anfitrién tal como e recombi-
nacién.

Loa dos o més virus mulantes vivos presentas an las composiciones de vacuna
de la prasente invencién contienen mutaciones que estén en el mismo sitio genémico.
Por “mismo sitlo genémico” se entlende que cuando las secuencias genémicas de nu-
cletidos de los virus se alinean, las mutaciones en los genomas viricoa trasiapan con
cualquier otra tal que no hay oportunidad para la recombinacion de homélogos entre
los genomas viricos para eliminar las mutaciones. En ofras palabras, cuando las se-
cuencias genomicas de nuciedtidos de los virus se alinean, hay al menos una parte
contigua de las secuancias alineadas donde las secuencias en los genomas viricos
alineados son secuencias mutantes. Hay un ndmero de programas Informéticos que
comparan y alinean secuencias de acidos nucieicos que puede usar un axperto en la
técnica. L.as secuencias se alinean con propdeitos de comparacién dptima (por ejem-
plo, pueden Introducirse huacos en una secuencla da éckio nucleico para la 6ptima
alineaciéon con una segunda secuencia de 4ckio nuclelco). Por ejemplo, los programas
NBLAST y XBLAST como se describen en Altachul, et al., 1880, J. Mol. Biol. 215:403-
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410, el programa Gapped BLAST como se describe en Altachul et al., 1987, Nuclelc
Acids Res. 25:3389-3402, y el programa PS|-Blast como se describe en Altschul et al.,
1997, supra. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast,
pueden usarse los panrdmetros por defecio de los respectivos programas (por ejemplo,
XBLAST y NBLAST) (véase http.//www.ncbl.nim.njh.gov).

Generalments hablando, el concepto de la presente invencidn, es decir, inclu-
yendo en la misma composicién de vacuna dos 0 més virus mutantes vivos de la mis-
ma famfiia que tlenen mutacionea en el mismo sitlo genémico, se aplica a virus mutan-
tes de cualquier familia donde los genomas viricos tiensn suficiente identidad secuen-
cial para permitir la recombinacién de homdlogos. Se ha mostrado que una kdentiiad
de nucledtidos tan corto como 15 nucleétidos puede llevar a la eficaz recombinacién
de homélogos (Nagy y Bujarskl, J. Virol. 69:131-140, 1905).

La presente invenclén se aplica aspeclaimente a virua de ia famllia Flaviviridae.
La familia Flaivindae consiste en los géneroe Pestivirus, Flavivirus y Hepacivirus. Los
virlones de los miembros de la famiila Flalviridae encapsulan genomas RNA de hebra
positiva de aproximadamente 9,5 a 12,3 kb. Los RNA gendmicos que contienen largas
estructuras contiguas de lectura ablerta, que se traducen en poliprotelnas que se pro-
casan medlante proteasas celulares y viricas para dar lugar a las proteinas viricas
maduras. :

Preferiblementse, Ios virus mutantes de la composicion de vacuna de la presen-
te invencién son del mismo género, de especias o bien iguaies o diferentes.

En una realizacién preferide, la composicidn de vacuna de la presente inven-
¢ién contlene dos 0 més virus mutantes vivos del género Pestivirus. El género Pestivi-
rus se representa por las especies del Virus de Diamea Virica Bovina Tipo 1 (BVDV-1),
Virus de Diamrea Virica Bovina Tipo 2 (BVDV-2), virus de peste porcina clésica y virus
de la enfermedad de Border. El ORF codifica una poliprotelna de aproximadamente
3900 aminoédcldos, que se procesa de forma co-translacional y post-iransiacional a las
slguientes proteinas viricas maduras (de 5' a 3'): N™, C, E™, E1, E2, NS2-3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B. '

Normaimente, ol BVDV tiene un genoma en forma de RNA. El RNA puede
transcribirse en forma Inversa a DNA para usar en Ia clonacién. Asl, las referencias
hechas en eate documento a secuenclas de dcido nucleico y BVD viral abarcan tanto
secuenclas de RNA como secuencias de DNA virico derivadas de las secuencias de
RNA virico. Por convenlencla, las secuencias gendmicas de BVDV como se represen-
tan en ol LISTADO DE SECUENCIA posterior, sdlo se refieren a las secuencias de
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DNA. La secuencia de RNA correspondients para cada uno es faciimente aperents
para los expertos en la técnica.

En una reallzaclén mds preferida, la composicién de vacuna de |la presenta in-
vencién contiene un BVDV-1 citopético y un BVDV-2 cltopético, en los que las muta-
clones en ambos virus asociadas con el blotipo citopético estén en el mismo sitio ge-
némico, por io que los dos virus mutanies no pueden recombinarse pam eliminar las
mutaclones.

BVDV-1 y BVDV-2 representan dos genotipos estrechamente relaclonados de
BVDV. Las ascuenclas de nucledtidos de los das virus oscllan aproximadamente en el
70% de la Identidad eobre el genoma total, y un porcentsje de identidad ligeramente
superior dentro de ia regién NS2-3. Se cree que el porcentaje de identidad entre los
genomas virales de BVDV-1 y BVDV-2, al menos en la regién NS2-3, es suficlents
para permiltir la recombinacion de homdlogos.

Los BVDV-1 normaimente producen sdlo diarrea ligera en los animales, mien-
tras que los BYDV-2 son virus con alta virulencia que pueden producir trombocitope-
nia, hemorragias y enfermedad fatal aguda (Corapl et al., J. Virol, 83:3934-3943; Bolin
et al., Am. J. Vel. Res. 53:2157-2163; Pellerin ot al., Virology 203:260-268, 1994; Rid-
path et al., Virology 205:66-74, 1894, Carman et al., J. Vel. Diagn. Invest. 10:27-35,
1898). Loa doe tipos de virue tienen distintas antigenicidades detarminadas por un pa-
nel de Mab y por neutralizacién cruzada usando antisuero especifico para el virus ob-
tenkio en animales (Corapl et al., Am. J. Vel Res. 51:1388-1304, 1900). Los virus de
cualquier genctipo pueden existir como uno de los dos blotipos, citopatogénico (cltopé-
tico o cp) o no citopatogénico (no citopético o ncp). Los virus cp Inducen efectos cito-
piticos (por ejemplo, lisis celular) en células cultivadas, mlentras que los virus no cito-
péticos no.

Es deseable preparar vacunas que proporcionen protecclén tanto frente a
BVDV-1 como @ BVDV-2. Sin embargo, por el alto grado de identidad secuencial entre
los dos virus, hay una posibliidad de que un BVDV-1 citopético vivo y un BVDV-2 cito-
pético vivo incluidos en la misma composicién de vacuna pudieran recombinarse uno
con el otro en el animal vacunado pama dar virus no citopéaticos. Se ha documentado la
recombinacion entre BVDV-1 y BVDV-2. Véase, por ejemplo, Ridpath et al., Virology
212:258-262 (1085). La infaccidn del feto en una vaca prefiada con virus ncp antes de
desarroliarse la inmunccompetencia puede dar por resultado que el feto parmanezca
virémico a lo largo del periodo de gestacién y el posterior nacimiento de un temero que
permanece virémico de forma persistents. Dicho ternero puede morir de enfermedad
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mucoea por superinfeccidén con un BVDV cp. Por consigulente, las composiciones de
vacuna proporclonadas mediants Ia presente Invencién, que contiene BVDV-1 cp vivo
y BVDV-2 cp vivo que tlenen mutaciones en el mismo sitio gendmico, son espacial-
mente deseables para proteger animales tanto frente a BVDV-1 como a BVDV-2.

En una realizaclén, loa alslados de BVDV cp obtenidos a partir de animales,
pueden usarse en {a compoelcién de vacuna de la presente Invencién. Los aisiados cp
tanto de BVDV-1 como de BVDV-2 se han presentado y estin disponiblea para ios
expertos en la técnica, por ejemplo, BVDV-1 NADL (ATCC n® VR-1422 o VR-534),
BVDV-2 cepa 53837 (depositada con sl ATCC como FTA-4850), y aislados de campo
tipo 2 tales como los descritos por Ridpath y Nelll, J. Viro! 74:8771-8774 (2000). Los
aisiados cp presentados tan lejos, contienen tipicamente una Insercién de una se-
cuencia heterdloga, por ejemplo, una sacuencia que codifica la ubiquitina (nimero de
adquisicidn del Genbank M86887 o De Moerlooze et al., J. Gen. Virol. 74:1433-1438
(1993)), una secuencia que codifica la NEDD8 bovina (Baroth et al., stpra), o una se-
cuencla que codifica ef DnaJ1 Bos taurus (como se describe en los Ejemplos posterio-
res), entre otros. :

En otra reallzacién, un BVDV cp sa genera haciendo alteraclones definidas en
el genoma de BVDV, por ajemplo, eliminando secuencias virales especificas, insertan-
do secuencias en un sitio gendmico viral especifico, o haclendo una o mds sustitucio-
naes, o sus combinaciones.

Donde se genera un BVDV cp insertando una secuencla heterdloga (es declr,
extrafia al virus) en un sitio genémico esapecifico, la naturaleza de la secuencia a inser-
tar generaimente no es critica para la presente invencién. Ademés, la insercidn no esté
limitada a cualiquier sitio particular mientras la insercién de por resultado un fenotipo
atenuado. Ya que las sacuencias hetendiogas en alsiados cp se encuentran a menudo
en la reglén NS2-3, fa regidén NS2-3, especiaimente la parte circundante al sitio putati-
vo de divisién de NS2-3 que corresponde a, por ejemplo, reslduce de aminoédcidos n®
1678 a n® 1680 de la cepa BVDV-1 NADL (la numeracién se basa en la secuencia ge-
némica publicada con n° de adquisicién del Genbank M31182, SEQ 1D NO: 4), es una
poslicion preferida para las Inserciones.

Un BVDV-1 cp puede generarse haclendo una alteracién gendmica definida
que imita ia mutacion ldentificada en un alslado da BVDV-2 cp obtenido de un animal,
de modo que estos virus tengan mutacionea asociadas con el blotipo ¢p en el mismo
sitio genémico. De manera similar, un BVDV-2 cp puede generarse por medio de ge-
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nerar una alteraclon genémica definikda que Imite la mutacion kientificada en un aislado

de BVDV-1 cp obtenido de un animal.

En una realizacién preferida, la composicién de vacuna de |a presente inven-
cidn contiene NADL (un aislado de BVDV-1 cp) y BVDV-2 53837 (un alslado de BVDV-
2 cp), donde cada uno de loe dos alsiados de cp contienen una mutacién en e! mismo
sitlo gandmico que da por resultado el blotipo citopético. La secuencla genémica de la
cepa-8VDV-1 NADL se propone en SEQ ID NO: 4, y la cepa BVDV-2 53837 se deposl-
16 con el ATCC como PTA-4859. Ambos alslados contlenen una Insercidn en la regién
NS2-3. El BVDV-1 cp atenuado contiene una Insercién de una secuencia 3' de la timi-
dina que codifica DnaJ1 Bos taurus en la posicién de nucledtido n® 4993 (numeracitn
de la secuencia de NADL), que es el tercer nucledtido del coddn que codifica el resi-
duo de glicina en la posicidn de aminodcido 1536. E! BVDV-2 cp atenuado contiene
una Insercidn de una secuencia que codifica DnaJ1 Bos taurus en el mismo sitio ge-
némico.

Seglin la prasente invencién, los aislados de BVDV cp empleados en la presen-
te composicion de vacuna se han atenuado y son por lo tanto no patogénicos. Se co-
nocen métodoe de atenuacién por los experios en la técnica y también se describen
més tarde. _

En otra realizacién, la composlcién de vacuna de la presente invancién contie-
ne un BVDV-1 atenuado y un BVDV-2 atenuado, en los que ias mutaciones atenuan-
tes en amboe virus estdn en al mismo sitio gendmico, de manem que loe dos virus
mutantes no pueden recombinarse para eliminar las mutaciones atenuantes.

Un BVDV atenuado se genera por radicacién UV, tratamilento quimico o alto
paso en serle de la versién patogénica de los virus /n vitro. El andlisis de la secuencla
puede lilevarse a cabo para determinar la naturaleza y la pogicion gendémica de muta-
clones generadas por estos métodos. La mulacién puede eatar en forma de elimina-
clon, Insercion o sustitucién de uno 0 mas nucledtidos, o una de sus combinaciones.
De forma alternativa, un BVDV atenuado se genera haciendo alteraclonas definidas en
el genoma del BVDV, por ejamplo, eliminando secusncias virales especificas, inser-
tando secuenclas en un sitio genémico viral especifico o haciendo una o mds sustitu-
clones, o sus combinaciones.

Como se describe anteriormente, loa virus mutantes vivos para usar en la com-
posicion de vacuna de ia presente invencién pueden ser de la misma familia, género o
especie, donde los genomas virales tienen euficlente identidad de sescuencia para
permitir la recombinacién de homélogos. Ejemnplos adicionales de combinaclones de
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virus apropladas para usar en la compoeicién de vacuna de la presente invencién in-
cluyen, aunque no estén limitados &, combinaciones de diferentes tipos de virus de la
polio, combinaciones de miiltiples cepas mutantes vivas del virus de la bronquitis In-
fecciosa, combinaciones de miiltiples cepas mutantes vivas del virus de la enfermedad
de Newcastie, combinaciones de adenovirus-1 canino y adenovirus-2 canino, combi-
naciones del virus-1 del herpes equino y del virug-4 del herpea equino, combinaciones
de miiltiples cepas mutantes vivas del virus de la gripe, combinacionas de muiltiples
cepas atenuadas vivas del callcivirus fellno, combinaclones de miltiples serotipos de
Ratavirus, combinaclones de muiltiples serotipos de Rinovirus, combinaciones de mal-
tiples serotipos del virus de la Fiebre aftosa, combinaciones de los genotipos Europeo
y Norteamericano del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino, combina-
clones de las cepas patrén y variante del virus de la bursitis infeccioea.

De acuerdo con ia presente invencién, aunque las particulas viricas son la for-
ma preferida para usar en las vacunas, las moléculus de dcldo nucleico que cadifican
virus mutantes de la misma familia, género o especie, pueden usarse directaments en
vacunas tamblén. La molécula de DNA o RNA puede estar presente en una forma
“desnuda’ o puede estar combinada con un agente que facllita la absorcién celular
(por ejemplo, liposomas o lipidos catibnicos). Las vacunas y los procedimientos de
vacunacion que utilizan dclkdos nucleicoe (DNA o mRNA) se han descrito bien en la
técnica, por ejemplo, Patente de EE.UU. n® 5.703.055, Patente de EE.UU. n°
5.580.859, Patenta de EE.UU. n® 5.588.480, Publicacidn de Patente Intermnacional WO
98735562, y por Ramaay et al., 1987, Immunol. Cell Biol. 75:360-383; Davis, 1987, Cur.
Opinion Biotech. 8:835-640; Manickan et al., 1887, Cniical Rev. Immunol. 17:138-154;
Robinson, 1987, Vaccine 15(8):785-787; Robinson et al., 1888, A/IDS Res. Hum. Retr.
12(5):455-457, Lal y Bennett, 1808, Critical Rev. immunal. 18:448-484; y Vogel y Sar-
ver, 1805, Clin. Microbiol. Rev. 8(3):406-410, todos los cuales se Incorporan en este
documento por referencia.

Ademds de dos o més virus mutantes vivos de la misma famllia, género o ss-
pecie, las composiciones de vacuna pueden Inciulr otros componentes antigénicos.
Otros componentes antigénicos epropiados para uear de acuerdo con la presente in-
vencién Incluysn, aunque no estén limitados a, entigenos preparados a partir de bacte-
tias patogénicas tales como Mycoplasma hyopneumonia, Haemophilus somnus, Hae-
maphilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Bacilus anthracis, Actinobaciiius pleu-
ropneumonie, Pasteurelle multocide, Mannhemia haemolytica, Mycoplasma Bovis,
Mycoplasma galanacieum, Mycoplasma gallisepticum, Mycobacterium Bovis, Myco-
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bacterium parstuberculosis, Clostridial spp., Streptococcus uberis, Streplococcus suis,
Staphyfococcus aureus, Erysipelothrix rhusopathiae, Campylobacter spp., Fusobacte-
rium necrophorum, Escherichia coli, Lawsonia intraceliularls, Listeria monocytogenes,
Rickeltsia ricketisli, Borrelia spp., Ehriichla spp., Chlamydia spp., Brucella spp., Vibrio
spp., Saimonella enterica serovars, Laptospira spp., hongos patogénicos tales como
Candida, protozooe tales como Cryplosporidium parvum, Neocspora canium, Toxo-
plasma gondii, Eimerla app., Babesia spp., Giardia spp., helmintos tal como Ostertagia,
Cooperia, Hasmonchus, Fasciola; o blen en la forma de un preparado celular inactiva-
do total o parcial, 0 en la forma de moléculas antigénicas obtsnidas por técnicas de
ingenleria genética o sintesis quimica. Antigenos adiclonales Incluyen virus patogéni-
cos talea como virus de la enfermadad de Marek, virus de fa bursitis infecciosa, virus
de la enfermedad de Newcastle, virus de la anemia dal pollo, virus de la viruela de las
aves de corral, virus de leucosis aviar, virus de laringotraqueitis infecclosa, virus reticu-
loandotalial, parvovirus canino, virus del moquillo canino, virus del herpee canino, co-
ronavirus canino, parainfluenza-5 canina, virus de panieucopenia felina, virus del her-
pea felino, calictvirus felino, virus de inmunodeficiencla felina, virus de peritonitis infec-
closa felina, virus del herpes equino, virus de arteritis equina, virus de anemia infeccio-
sa equina, virue de encefslltis equina orlental, virus de encefalltis equina occldental,
virus de encefalitis equina venezoclana, virus del Nilo occidental, virus de gaatroenteritis
transmielble, coronavirus bovino, virus-1,3,8 del herpes bovino, virus de parainfluenza
bovina, virus sincitial respimtorio bovino, virus de leucosls bovina, virus de la peste
bovina, virus de la fiebre aftosa, virus de la rabla, virus de la flebre del cerdo Africano,
parvovirus porcino, virus PRRS, circovirus porcino, virus de la gripe, virus de ia enfer-
medad veslicular porcina, virus de la flebre de Techen, virus de la pseudorabia, o bien
en |la forma de preparado virico (atenuado) vivo modificedo, un preparado de virus
inactivado total o parcial, o en Ia forma de moléculas antigénicas obtenidas por técni-
cas de ingenleria gendtica o sintesis quimica. Cuando se usan virus vivos atenuados
adicionales, dichos virus adicionales serlan preferiblemente de una familia diferente de
aquella de los dos virus atenuadoe principales, como sa describe anteriormente.

En una realizacién preferida, la presente invenclén proporciona una composi-
clén de vacuna que contlene un BVDV-1 cp atenuado derivado de la cepa BVDV-1
NADL, un BVDV-2 ¢p atenuado derivado de la cepa BVDV-2 53837, donde cada uno
de los dos alslados cp contienen una mutaclén asociada con el blotipo ep en el mismo
sitio gandmico, y al menos uno (es decir, uno o més) de loa sigulantes componantes
antigénicos, o blen en forma inactivada o viva modificada: virus-1 del herpes bovino,
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virus sincitial respiratorio bovino, virus-3 de parainfluenza, Campyfobacter fetus, Lep-
tospira canicola, Leptospira grippolyphosa, Leplospira herdjo, Lectospira Icierohae-
morrhaglae, Leptospira pomona, o Mannhemia hasmpliytica.

Ademés, las composiclones de vacuna de la presente invencidn pueden incluir
uno o mas vehiculos veterinariamente aceptables. Como se usa en este documento,
"un vehlculo veterinarlamente aceptable” incluye cuslquiera y todos los disolventes,
medics de dispersion, revestimientos, adyuvantes, agentes establizadores, diiuyentes,
conservantes, agentes antibacterlanos y antifungicidas, agentes lsoténicos, agentes
retardanies de la adsorcién y similares. Loe diluyenies pueden incluir agua, aclucion
salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotdnicos pueden incluir clo-
ruro sédico, dextrosa, mannitol, sorbitol y lactosa entre otros. Los estabilizadores in-
cluyen albimina entre otroa. Las composiclones de vacuna pueden incluir ademas uno
0 més agentes inmunomodulatorios distintos tales como, por ejemplo, interleuquinas,
interferonas y otras citoquinas.

Adyuvantes adecuados para usar en las composiciones de vacuna Incluyen,
aunque no estén limitados a, el sistema adyuvante RIBI (Ribl inc.), alumbre, gel de
hidréxido de aluminio, emuleiones de aceite en agua, emulsiones de agua en acelte
tales como, por ejemplo, adyuvantes completo e Incompleto de Freund, co-polimero de
bloque {CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), adyuvante AMPHIGEN®,
saponina, Quil A, colesterol, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), u atras
fracciones saponinas, lipkdo A monofosforilo, adyuvante lipido-amina Avridine, entero-
toxina mévil al calor de E. Col/ (recombinante o de otra forma), toxina del chlera o di-
péptido da muramilo, entra muchos otros.

Tiplcamente, un virus mutants vivo estd presente en una vacuna en una canti-
dad de aproximadaments 1 x 10* y aproximadamente 1 x 10° particulas de virus por
dosie, con un vehiculo veterinariamente aceptable, en un volumen de entre aproxima-
daments 0,5 y aproximadamente 5 ml. La cantidad precisa de un virus an una compo-
sicién de vacuna eficaz para proporcionar un efecto protector puede determinarse por
un veterinario experto. Donde ee usa ia molécula de DNA o RNA del virus en la vacu-
na, la cantidad de los dcidos nucleicos estarfan generalmente entre aproximadamente
0,1 pg/ml y aproximadaments 5,0 mg/ml.

Las composiciones de vacuna de la presente Invenclén pueden hacerse de di-
versas formas dependiendo de la ruta de admhistracién. Por ejemplo, las composicio-
nes de vacuna pueden hacersae en forma de disoluclones o dispersiones acucsas ssté-
riies adecuadas para uso inyectable, o hacerse en formas liofilizadas usando técnicas
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de secado por congelacién. Las composicionea lofiiizadas se mantienen tipicamente a
aproximadamente 4°C, y pueden reconstituirse en una disolucién de establiizacion, por _
ejemplo, solucién salina oy HEPES, con o sin adyuvante.

Las composiclones de vacuna de la presente Invencién pueden administrarse a
un animal para tratar o prevenir una enfermedad provocada por las versiones patogé-
nicas de los virus en las composiciones de vacuna. Por lo tanto, los métodos de vacu-
nacién de un animal frente a una enfermedad provocada por un virus tamblén se pro-

_porcionan por la pregenta invencion,

En la préctica de los métodos actuales, una composicién da vacuna de la pre-
sents Invencién se administra a un animal preferiblemente por medio de rutas parente-
rales, aunque pueden usarse también otras rutas de administracién, tal como por
ejemplo, por adminlstracién oral, intranasal, intramuscular, dentro del nodo linfatico,
intradermica, intraperitoneal, subcutdnea, rectal o vaginal, o por una combinacién de
rutas. Pueden necesitarse regimenes de estimulacién y el régimen de dosificacién
puede ajustarse para proporcionar una vacunacién éptima,

La presente invenci6n se llustra adicionalmente por, aunque de ningiin modo
limitado a, los sigulente ejemplos.

EJEMPLO 1

aterminacion L€ - ',- S BE] Lot ABiLgr ¢ ' 803 B W d

Se determind una parte de la secuencia de ia regién NS2-3 de BVDV2-53637
para identificar y trazar un mapa de la posicién de cualquier insercidn celular en la re-
glén. Un producto RT-PCR de 670 bases se amplificd a partir del RNA viral, usando un
Iniciador directo 53637U1 (5'-CGTCCACAGATGGTTTGGT-3"; SEQ ID NO: 1) y un
iniciador Inverso 53837L (5-GGCTATGTATTGGACGTAACCC-3'; SEQ ID NO: 2), El
producto RT-PCR se purificé y se sometid a andlisis secuencial (SEQ ID NO: 3).
Cuando se allned con BVDV1-NADL (ndmero de adqulsicién del Genbank M31182,
SEQ ID NO: 4), se observaron similitudee llamativas (FIGURA 1). Ambos virus conte-
nian una insercln en la estructura derivada del gen DnaJ1 Bos faurus. En el caso de
NADL, la insercion era de 90 aminodcidos (270 nucledtidos) de longitud y estaba si-
tuada entre la glicina-1538 y la prolina-1627 en la poliprotelna NADL. Estas coordena-
das correspondian a la glicina-1536 y la prolina-1537 en cepas BVDV1 no citopdticas
tales como SD-1 (ndmero de adquisicién del Genbank AAA42880, SEQ ID NO: 6),
Indicando que la alieracién del genoma en el NADL era una insercién sencilla sin ell-
minacién concomitants o duplicacidn de las secuencias virales de flanqueo. Como
BVDV1-NADL, habfa una Insercién de una parte del gen DnaJ1 Bos taurus en BVDV2-

o bé 1.6
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53637. La insercidn celular era mayor (131 aminoécidos, 383 nucledtidos), extendlén-
dose en ambas direccionss respecto a la inserclén en BVDV1-NADL. La posicion de la
Insercion celular dentro de la region NS2-3 era idéntica en ambos virus. A difarencia
de BVDV1-NADL, Ia insercién de BVDV2-53837 estaba acompafiada por una elimina-
cién de 5 aminoécidos (15 nucleétidos) de secuenclas virales de flanqueo. Tres resl-
duos de aminodcido estaban ausentes flanqueando el extremo 5 de la Insercién,
mientras dos residuocs de aminadicido estaban ausantss flanqueando el extremo 3' de
la insercidn. Porque las inserclonas celulares estaban an la misma poslcidn gendmica
en los dos virus de la vacuna, no podlian sufrir recombinacién de homélogos para ell-
minar la Insercién para generar un virus quimérico no citopético,

EJEMPLO W

eritos Para Detectar Virus B

53637 Co-Pagados

Para determinar sl loa dos virus de vacuna son capaces de recombinarse para
generar niveles detectablea de BVDV no cltopéticos, los virus se co-cultivaron en célu-
las susceptibles y se usd un ensayo RT-PCR hemi-encajado sansible para detectar
virus no citopéticos potenciales de entre un exceso de productos muy citopéticos que
alin contenfan la insercién celular. Para aumentar la probabilldad de recombinacién
Intertiplca in vitro, cada virus se Inocul$ simultdneaments en célulae BK-8 confiluentes
en placas de 6 pocliios en una multiplicidad de infaccién de 2-4 (12 replicados por ax-
perimento). Despuée de 2-3 dias de co-cultivo, las células se congelaron y desconge-
laron dos vecas, y los restos celulares se eliminaron mediante centrifugado de baja
velocidad. El fluido sobrenadante resultants se usd después como Inoculador para el
sigulente paso. Un total de siete pasos sn aerie se llevaron a cabo en varios estudics.
Durantes los pasos, BVDV1-NADL crecld mds rdpldaments que BVDV2-53837, aun-
que el virue tipa li era alin detectable despuéa de slete pasos usando RT-PCR encaja-
do. Se empled un ensayo RT-PCR hemi-encalado sensible en un intento de detectar
cuaiquler virus no cltopético.

En el RT-PCR del primer recosmido, se usaron iniciadoras directos 53837U1
(SEQ ID NO: 1) o NADLA744 (5'-CGTGGCTTCTTGGTACGGG-3', SEQ ID NO: 7) en
conjunto con inicladores Inversos 5§3837L (SEQ ID NO: 2) o NADL5305 (5-
AGCGGTATATTGTACAAAGCCA-3', SEQ ID NO: 8). Las cuatro combinaciones de
inkciadores directos e Inversos se usaron para detectar BVDV1, BVDV2 y recombinan-
tes Intertipicos. El tamafio esperado del producto RT-PCR era 582 bp psra BVYDV1-
NADL citopético y 670 bp para BVDV2-53837 citopdtico. Los virus no cltopéticos, sl
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estuvieran presentes a niveles detactables, se esperaria que dleran productos del pri-
mer recorrido de 202 bp (BVDV1-NADL) o 277 bp (BVDV2-53637). Los recombinantes
Intertipicos serian similares en tamafio a uno de los padres, o de longhud intermedia,
dependiendo de la pasicién del sitio de recombinacién. Los BVDV no citopdticos nunca
88 detectaron después del RT-PCR de primer recorrido.

Para aumentar la sensibilidad de deteccidn de BVDV no cltopético en presencla
de un gran exceso de BVDV cliopético, se incluyé una etapa de digestidn de enzima
de restricclén antes del PCR encajado para destruir los mayores templados de NS2-3
derivados de los virus citopaticos. Una combinacién de Msp/ y Dral se selecciond an
base a la observacién de que cortaban dentro de la Insercién DnaJ1 Bos laurus pero
no cortaba las sacuenclas virales de flanqueo. En e PCR de segundo recorrido (hemi-
encajado), 8o uearon inkciadores directos 5383702 (5-
TGCACGATCTGTGAAGGGAAAGAA-3', SEQ ID NO: 0) o NADL4B44 (5-
TGCACTGTATGTGAGGGCCGAGAG-Y', SEQ ID NO: 10) en conjunto con los mismos
doa Inicladores Inversos 538371 o NADL5305.

Se usaron combinaciones apropladas de Inicladores para intentar detectar re-
combinantes Intertipicos ademas de BVDV1 y BVDV2. El tamaflo esperado de produc-
to RT-PCR era 462 bp para BVDV1-NADL ciiopético y 570 bp para BVDV2-53637 ¢i-
topédtico (presents en bajos niveles debido a la digestién incompleta de los productos
RT-PCR de BVDV citopético). Los virus no cltopéticos, sl estuvieran presentes a nive-
les deiectables, e esperaria que dieran productos de ssgundo recomido de 182 bp
(BVDV1-NADL) o 177 bp (BVDV2-53837). Loa recombinantes intertipicos serfan simi-
lares en tamafio a uno de los padres, o de longitud Intermadia, dependiendo de la po-
siclén del sitio de recombinacién. Los BVDV no citopéticos nunca se detectaron des-
pués del PCR de segundo recorrido. En algunas reacclones Individuales, se vieron
bandas aberrantes de diversos tamafios. Todas las bendas entre 100 y 300 bp se con-
slderaron que eran productos no citopdticos potenciales y se sometieron al andlisis
secuencial de DNA. En todos los casos la banda abemrants fue el resultado de falso
Inicio duranta el PCR. No hubo evidencla de virus no cltopéticoe en ningune de los
estudios.
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REIVINDICACIONES: g

1. Una composicién de vacuna que comprende al menos dos virus mutantes vivos
de la misma familia, en donde cada virus contiene una mutacién en el genoma viral, y
las mutaciones en los virus se ubican en el mismo sitio genémico de tal manera que los
virus mutantes no pueden recombinarse entre si para eliminar las mutaciones.

2. La composicién de vacuna de la reivindicacidn 1, en donde dicha familia es la
familia Flaviviridae.

3. La composicién de vacuna de la reivindicacién 1, en donde dichos dos virus
mutantes vivos son ambos parte del género Pestivirus.

4.  Lacomposicién de vacuna de la reivindicacién 1, en donde los dos virus
mutantes vivos consisten en un BVDV- | mutante y un BVDV- 2 mutante.

5. La composicién de vacuna de la reivindicacion 4, en donde los dos virus
mutantes vivos consisten de un BVDV- | citopitico (¢p) y un BVDV- 2 cp, y ambos
son atenuados.

6. La composicién de vacuna de la reivindicacién 5, en donde el BVDV-1c¢cpyel
BVDV- 2 cp ambos comprenden una mutacién en la regién NS2- 3 lo cual resulta en un
biotipo citopético.

7. La composicién de vacuna de la reivindicacién 6, en donde el BVDV- 1 ¢p es
BVDV-1 NADL, y el BVDV-2 ¢p es BVDV- 2 53637.

8. La composicién de vacuna de la reivindicacién 4, que ademds comprende por lo
menos uno entre herpesvirus- 1 bovino, virus sincitial respiratorio bovino, parainfluenza
virus- 3, Campylobacter fetus, Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa,
Leptospira hardjo, Leptospira icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona, o Mannhemia
haemolytica.

9. La composicién de vacuna de la reivindicacion 1, que ademds comprende un
vehiculo veterinarismente aceptable.

10.  Un método para la prepamcién de vacunas virales seguras el cual comprende
seleccionar o construir dos virus mutantes vivos de la misma familia, en donde cada
virus contiene una mutacion y las mutaciones en los virus se ubican en el miamo sitio
gendmico de tal manera que los virus mutantes no puedan llevar a cabo recombinacién
homologa para eliminar las mutaciones.

11.  El método de la reivindicacién 10, en donde dicha mutacién es seleccionada a
partir de una remocién, una insercién, una substitucion, o una combinacién de los
mismos.

12.  El método de la reivindicacién 10, en donde diche mutacién confiere un fenotipo
seleccionado a partir de la atenuacién de la virulencia, alteracién del tropismo a biotipo
celular, alteracién del tropismo de especies, expresion de un casete genético externo, o
una combinacién de los mismos.



13.  El método de la reivindicacion 10, en donde dicha familia es la familia
Flaviviridae.

14.  El método de la reivindicacién 10, en donde dichos dos virus mutantes vivos son
ambos parte del género Pestivirus.

15. El método de la reivindicacion 10, en donde los dos virus mutantes vivos
consisten en un BVDV- 1 mutante y un BVDV- 2 mutante.

A
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Campe N° lII No reallzacién de dictamen siguno sobre novedad, actividad Inventiva y spicabiided

indusirial
Campo N° IV Faita do unifermided de la invencién

B OO0
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Campo NIl Prioridad
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epoyer esta resoluciadn.
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B O OO
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Cuando aate informe es vilido como informe escrilo de IPEA, tal como esid previsio simiba, el solickante as
intimado a presentar anta IPEA una poaicidn por escrito, y cuando cormespaondes, modificacionss, an al plem de 3
meases a parir ds la fecha an Ia que fus remiido al formulario PCTASA/220 o en el plaxzo de 22 meses a partir
de Ia facha de pricrided, ssgdn el plazo que verze mis tarde,

Pura oires opclonea, ver formulario PCTASA220.

3.  Para otros detales, ver las instruccionea dal formutario PCTASA/220.

Nombre y Direccion Postal del Organiame de Bosqueda | Funclonario Apodenado
intemacional

Oficina de Patentes Europea Armandola, E.
D — 80208 Munich
Tel.: +40 89 2380-0 To.: 529038 epmu d Tel: +40 80 2390 — 7493

Fax; +40 80 2300 - 44685
Farmulario PCT/TSA/237 (caritula) (enero 2004)
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RGANISMO DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCTAIG2004/024011
“Campo N°1___Fundamento del Informe

Con respecio al ldioma, e informe fus confeccionado, besado sobre In solicliud Intemacional, en el kiloma an
qus fus presentada, en tanto en ests punio no se indique otra cosa.

O

El informe estl basado aobre una traduccién del idioma original al sigulanie kiloma, ol que se treia del
%ﬁnﬁfuhﬂuﬂnpﬂﬁlh“bh““ﬂ@ﬂhmnmay

Con respecio a la sscusncla de nucledtidos yfo amincdcidos revelada on la solicitud Intemacional y
requerida para la invencin relvindicada, ol informa fus confecclonado aobra [a aiguients bass:

Tipo de medarial

{8 protocolo de secuenciss

[0 tublas del protocolo de sacusncias

Forma del material

on forma sscrita

B anforma leglbie por computadora

Momento da [a presentacidn

O comprendido en la presentacién intemecional preseniada

O pressniado, junio con ba solicihud intamacional, an forma lagible por computadora
[H pressniado posisriormants anta al arganiamo a ios afectos de Ia bisqueda
o e 0t vt

de las coplas presaniadas posisrionrmania o adiclonales coincide con |a versién original de la soliciiud o
que no kn supers.

Observaciones sdicionales

Formuilario PCT/IPEA/237 (enero 2004)
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INFORME ESCRITO DEL Relorencis Intamacional
RGANISKO DE BI'.IBQ_UEDA INTERNACIONAL PCT/AUS 20040024011
“Campo W'V Resciucién fundada segin regla PCT 4355.1(a}]) con respecto a Ia novedad, In
activided inventiva y la apiicabiiidad Industrial; documenivs y aclaracionss dastinadas a
apoyar ests resolucién
1. Rasoluckédn
Novedad S1 Rabvindicaciones: 115
Relvindicacionas:
Actividad iventiva S1 Ralvindicacionss: 1-5
Raivindicaciones:
Aplicsbiidsd industrial §1 Relvindicaciones: 1=-5
No Ralvindicacionss:
2. Documentos y scizracionse:
ver hoja edjunta

Campo N*V1  Documentos definkios presaniados

1. Documentos definidos presantados (regias 43bis y 70,10)
yio

2. Daciaracionss no escritas (regins 43bis . 1y 70.9)

ver formulario 210



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL —HOJA ANEXA
Solicitud Intemacional No. PCT/US2004/024011

ftem V
Declaracién razonada con respecto a novedad, nivel Inventivo, y aplicacién
industrial; citas y explicaciones soportando cada declaracién.

Se hace referencia a [os siguientes documentos:

D1: ELLSWORTH M.A,, CASSIUS M.T.: “Efficacy of Bovi-shield Gold5 vaccine
against bovine viral diarrhea virus type 2 respiratory challenge.” PFIZER ANIMAL
HEALTH TECHNICAL BULLETIN, noviembre 2003, piginas 1-8, XP002340137
D2: WO 2004/017990 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL,
JOSEPH) 4 de marzo de 2004

D3: WIDJOJOATMODJO M N ET AL: “Classical swine fever virus Ems deletion
mutants: Trans-complementation and potential use as nontransmissible, modified, live-
attenuated marker vaccines” JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERCIAN
SOCIETY FOR MICROBIOLOGY, US, vol. 74, no. 7, abril de 2000, piginas 2973-
2980, XP002227585 ISSN: 0022-538X

D4: VENUGOPALK ET AL: “TOWARDS A NEW GENERATION OF
FLAVIVIRUS VACCINES” VACCINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC
GUILDFORD, GB, vol. 12, no. 11, agosto 2004, péginas 966-975, XP002048225 ISSN:
0264-410X

Novedad y Nivel Inventivo (Articulos 33(2) y 33(3) del PCT)

Las reivindicaciones 1-15 pueden considerarse novedosas puesto que ninguna de las
anterioridades divulgan composiciones de vacuna en donde por lo menos dos virus
mutantes vivos de la misma familia que contengan mutaciones sobre el mismo sitio
gendmico estén presentes.

Las reivindicaciones también pueden considerarse inventivos por las siguientes razones:
D1, considerado la anterioridad més cercana, divulga una vacuna multivalente
comercial la cual contiene, entre otros virus, BVDV-] y BVDV-2 vivos modificados.
No se presenta sin embargo ninguna informacién sobre el tipo de modificacion presente
en estos virus.

D2 también describe una vacuna multivalente para proteger reses de infecciones
causadas por varios tipos de patgenos. La vacuna descrita en D2 también contiene
tanto un BYDV-2 como un BVDSV-1 citopético (ver por cjemplo la reivindicacion 13).
La cepa de BVDV-2 utilizada en D2 es la misma mencionada en la reivindicacion 7 de
la solicitud. Sin embargo, los BYDYV usados en la vacuna de D2 han sido desactivados
y no mutados (ver la pdgina 11 de D2).

D3 describe mutantes de remocién Erns del virus de la peste porcina clisica (CSFV, por
su sigla en inglés) el cual pertenece al género Pestivirus. Este virus vivo modificado ha
sido utilizado en la vacunacién de cerdos pero no en combinacién con otro virus de la
misma familia también mutado en la regién Ems. No se observa ninguna indicacién
los antecedentes que podria haber guiado al experto a la materia de las reivindicaciones
1-15.



ftem VI

Clertos docnmentos citados

Documentos publicados

Soliciud No. Fecha de Publieacidn Fecha de Presentacién Fecha de Priorided
Puasents No. (din/menfaiio) (dia/men/alio) (dia/men/siio)
IB2004/001292 04.11.2004 13.04.2004 21.04.2003

El documento PCT/1B2004/001292 fue publicado y presentado después de Ia fecha de
pricridad de la presente solicitud. Sin embargo, este documento reivindica una fecha de
pricridad antes de aquella de la presente solicitud. Si esta prioridad es vélida, los
documentos serdn de relevancia para la novedad de la materia de las presentes
reivindicaciones durante la evaluacién de la fase regional en la EPO.
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i PATENT CO(;.&A';ION TREATY | | » C@

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chagter I of e Pusees Cooperasion Treaty)

. (PCT Rule 44b41)
* :g:nl'su't‘lﬂhﬂh— FOR FURTHER ACTION San lam 4 below
Tninmesiemel sppiiencion No. Intermeioos] date (dayinonch/nesr Pricrity date (dawsutvyesr,
A PCTAB2004/024011 ammﬁmM) g 28 July 2003 m.m’
Interentional Puient Classification (Sih edition wniess older edifion lndieaind)
Sae selsvant indornation In Form PCTASARS?
Iw .
WELCH, Slan-Xun, Wan

1. ‘Thiviotemstionsl prelimiessy report on patenisbilicy (Chapter [) s lsswed by th Iouymationsl Borsss on behalf of the
International Saarching Acthority under Rule 44 bis. 1(n).
2  This REPORT consists of a total of § sheats, inclading this cover sheet

In the etached shaess, sy refienence 10 the writen opiaion of the Internasional Searching Authority shoald he read as a refesence
20 the hncational peilminery report on pateasshiliry (Chapter 1) insiead.

3. T report contalns imfications reinting to the following femes:

BX Bexie. Basls of e repan

[] Bexme.n Priorky

[] vozrie.m Nos-asteblishcns of opinion with rogacd 40 noveky, brvessive sop and Indasyial

spplicability

] Beararv Lack of aukty of isvetion

DQ rcrav Rsasomed stutwenars wnder Articla 33¢2) with segand to movehty, lrventive step ar lodusrial
A eppiicabifity; ctations s explanstions sepporting soeh stssement

DY surew Certaln documsents ched

[] sextava Cartain dofocts in the ipsormesiom] appication

[[] Berve.vmn Cortain oharvations on the istermasioeal applicarion

4.  The [wermatioes! Basen will commuonicais this 2epost o desigaated Offices ko accordascs with Rules Skix 3(c) sd 93kis.1 bt
. not, sxcept whars the spplicant wakes an cxpress request uoder Articls 23(2), bafoso the axpliemion of 30 months frors the priodty

dase (Rule 44bir ).
»
Date of issscy of s aport
January 2008 (30.01.2008)
mHu-dm Autharized officer
1211 Ganeva 20, Swhearieod Athina Nickitas-Elienne
Fecalmfle No. +41 X7 740 14 35 Talephone No. +41 22 13 1995

Form PCT/IR/373 (asnary 204)
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To: P
WRITTEN OPINION OF THE
800 form PCTA8AR20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
Dale of maling
fhpinorshjunr) 900 e POTISARIO fasconsd shwat)
Apgpiicants or agenis fils mlyence FURTHER ACTION
000 form PCTABARZD a—;—nu- .
inlesoniionsl sppliostion e [ g ———— Py dete fisinonthyeny)
PCTAIB00400M011 20.07 2004 20.07.2008
nametionsl Patent Cigsliention PG o bth netioens] clsssioniion and PO
ANTICHN2, ASTICARAS, CO7KI4NG
Appliount
WELCH, Siac-Kun Wen

B B No.)
O Box No.R
D) Box No. Bt
O Bax Na. IV
2 BexNo.V

Basls of the apinion
Prioriy

usd'llndh-ln

2 FURTHER ACTON
Il..lﬂil'll.lﬁlll

For further options, see Form POTABARED.

sxuination ls mads, this

wbhlmgudhl
whare sppropriaie, amendmants,
mnmqlﬁ-hmdl-uﬂ-nmhmm

3.  Fordurtherdetalis, ase notss to Form POTABARZOD,

1. This opinion containg incicatinne relating 1o the following Rems:
Nor-sstblishment of opinion with ragard 1o novelty, irvertive skep wnd industrial sppllcablily
n-dn—-imuau1m-mmhm inveniive siep or iniustrinl
epplosbilly; eplenations supporting such

O3 BoxNo. Vil Gertaie defecis |» the intemational applicaiion
] Box No. VI Cartain cheervalions on the inlermaliona) application

will ugoally be corstidensd

the du-n other than this one 0 be the arxd the chosen has nolifed the
Busemt urtier Rule 88. 1Alals) that writen opivions of this niemwiions! Authorlly
will not be s cormidened,
In invited I

PEA, the
bafore the sipinlion of three

I . @
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‘ WHITTEN PINION OF THE imernational spplication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004024011

Bexlp. | _Beiis of he opinios “

opinion has been estabiished h“dhﬂl‘nmmh‘m
1 ﬂ?‘ﬁ”h% ﬂ#ﬂ.m:ﬂ#m oo This fom.

0 ‘This apinion has bean estahiished on the basis of & transiation from e original lenguage m
.mnnm‘:uuumfmuuMm .
(umchor 123 and 23.1(B)).

2. Wih regand 1o any nucisatids andir amino acld eeguence dissiosaed in the inlernalional applioglion and
muﬂn—umumummmmmw

& type of malerial:
H assquence ising.

O tabie{s) relsted 1o the secquence lsting
b format of materiak:

B in witen lormst
B I computer raadabie form
. time of Singlumishing"
O copteined in the ntermationsl appiication as fied.
O fed togather with the intamationa sppiioation it oomputer resdable form.
B funished subsequently 10 this Authorlly for 1he purposes of search.

8 B inaddiion, in than ane verslon MRS andbr henid
L
-
eyproprists, wers fumished. ® .

4. Adtonal commnents:

Aem FOVISN 237 mmwy S004)
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- WRITTEN OPINION OF THE ) intenalicnal spplication Na. % .
|mmmmmmouﬂ PCTAIB2004024011 S

Do No. V 1 with
Faasoned statement under Fule £354e.1(a)(D rbmmnw

. chutions and
1. Stelsment
? Novelly (N) Yes: Climg  1-18
No: Claims
inventive stap (19) Yos: Claks  1-15
No: Chime
(ncustris appiicabiity (1A) Yos:.Chims 115
No: Olaime

Box No. VI Cariain documents olted

1. Cartain published documents (Flies 43bis 1 and 70.10)
and /or

2. Non-written disclosuves (Rules 43bis.1 and 70.9)
o form 210

Fewn POTARA/ST? (laumy 2001)
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WRITTEN OPINION OF THE intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCTAIS2004/024011
Ba Dam ¥

mmm@umlmupumwmw
citations and axpianations supporting such siatemeant

Reference is made to the following documents:

Di: ELLSWORTH M.A.,, CASSIUS M.T.: "Efficacy of Bovi-shield Qold5 vactine against
bovine viral diarthea virus type 2 respiratpry challenge.” PFIZER ANIMAL HELATH
TECHNICAL BULLETIN, November 2003 (2003-11), pages 1-8, XP0O02340137

D2: WO 2004017880 A (PFIZER PRODUCTS ING; DOMINOWSKI, PAUL, JOSEPH) 4

March 2004 (2004-03-04)

WIRJOJOATMODJO M N ET AL: “Classica) swine fever virus Ems delellon mutants:

Trana-compiementation and potenfial use as nontranamissible, modifiad, Ive-atienuated

marker vaccines” JOURNAL OF VIROLOGY, THE AMERICAN SOCIETY FOR

MICROBIOLOQY, US, wol. 74, no. 7, Apilmmu).mm

WP002227685 ISSN: 0022-538X

D4: VENUQOPAL K ET AL: "TOWARDS A NEW GENERATION OF FLAVIVIRUS
VACCINES® VACGINE, BUTTERWORTH SCIENTIFIC. GUILDFORD, GB, vol. 12, no.
11, August 1984-(1994-08), pages 986-975, XP002048225 ISSN: 0264-410X

Novelly and inventive Step (Art. 33{2) and 33(3) PCT)

Clalms 1-15 can be consiiersd novel as none of the prior art doocuments diecloses vactine

ocompoalions in which at lsast two Ive mutant viruses of the same family containing mutations
‘. in the same genomic alte are present.

The claims can aiso be conaidered inventive for the following reasons;
DA, considared as the closest prior art document, diacioses a commercial multvalent vaccine
contalning, among other viruses, modified ve BVDV-1 and BVDV-2. No information on the
kind of modification presant In these virugas Is, however, given In D1.
mmmaMMmmmmmmmwm

Porm POTASARSY (Sapsrets Bheat) (Bhaet 1) (EPO-Janusry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intsrational spplication No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (BEPARATE SHEET) PCT/US2004/024011

N psthogens, The vacoine deacribed in D2 also containg both a cytopathic BVDV-2 and
BVDSV-1 (see o.g. claim 13). The atrain of BVDV-2 used in D2 is the sama a8 mentionsd In
. clalm 7 of the application. However, the BVDV used In the vaccine of D2 have besn
Ingctivated and not mutated (see page 11 of D2).
D3 descrtbes Ems deletion mutanis of Classlcal Swine faver Virus (CSFV) belonging 1o the
Pestivirus genus. This modified ive virus has been used In vaccination of pigs but not in
combination with another virus of the same family aiéo mutated In the Ems region.
No hint is given in the prior art that might have leed the sidllad peraon 1o the subject matter

of gialma 1-15. .
Be e W1
Cortain documents clied
Ceitaln published documents
Agpication Mo Pebiiopios date Filing dals Priorily date fvallf clalry
Patnt No . teinpdmande)ar} (dageiesoniivyun) fcimstnonivienr)

I1B2004/001282 04.11.2004 13.04.2004 21.04.2003

Document PCT/B2004/001252 was published and filed after the priortty date of the present
appiication. However, saki documant claima a priodty dale earller than that of the present
apploation. If this priority is vald, the documents Wil bacome of relevance for the novelty of
he sublect-maetier of the pressnt claims during reglonal phase examination at the EPO.

Fem FCTRIARS? (Beparain Slus) (Bhbat 2) (EO-Jaraiery EI04)
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CESION

Por contraprestacién valiosa pagada a nosotros por PFIZER PRODUCTS
INC., sociedad constituida en virtud de las leyes del Estado de
Connecticut, Estados Unidos de América. cuya direccién postal completa
es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados Unidos de
América, por el presente vendemos y traspasamos a la citada PFIZER
PRODUCTS INC, todo nuestro derecho, titulo e interés en y sobre nuestro
invento de una nueva y 1til mejora en VACUNAS SEGURAS PARA VIRUS
MUTANTES en cuanto respecta a la Republica de Colombia, tal como se
indica y describe plenamente en la especificacion y por el presente
autorizamos y solicitamos al Comisionado de Patentes de Colombia expedir
dicha patente a nombre de la citada PFIZER PRODUCTS INC, de

conformidad con esta cesion.

En fe de lo cual, firmamos de nuestro puiio y letra,

06 {Fdo) Saio-Kun Wan WELCH
Lugar, fecha y firma - Saio-Kun Wan WELCH

amazoo, MI, 1 de febre ; [
gar, fecha y firma - Jay Gregory CALVERT

Lu
Kalamazoo, MI de enero 0 Fdo} Mi K O
Lugar, fecha y firma - Michael K. O°HARA

i MA, 11 2 Fdol X j
Lugar, fecha y firma - Xuemei CAO



Por el presente certifico que este es el documento original.

(Fdo) Sami Swadek 23/Feb/06

Suscrito y jurado ante mi, el 23 de febrero de 2006.

(Fdo.) ALBERT L. THEMES, Notario Pliblico de Washington Distrito Capital,
cuyo cargo vence el 14 de junio de 2009, segiin consta en su
correspondiente sello notarial.

(Sello Oficial)
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10.

APOSTILLA

(Convencién de la Haya del 5 de Octubre de 1961}
Pais: Distrito de Columbia
Estados Unidos de América
El presente documento publico fue firmado por: Albert L. Themes
Que actud en su calidad de Notario Pidblico del Distrito de Columbia
Lleva el sello de Albert L. Themes Notario Pablico del Distrito de
Columbia
Se certifico
En Washington D.C.
El 23 de febrero de 2006
Por parte del Secretario del Distrito de Columbia.
Bajo el Nimero 152675
Aparece el sello del Distrito de Columbia

Firmado por Patricia Elwood.



Apopstille

(Convention ds La Haye du 5 octobre 1961)
1. Distyrict of Columbia
United States of America
2 This public document has been signed WLBRERT I.. THEMES
3. acting in the capacity of

CERTIFIED
5. at Washington, D.C.
23 FERRUARY 2006
6. the day of -
7. by Secretary of the District of Columbia
a No 192675
10. Signg rcTA ELWOOD




PC25951A (16771)
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* ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do bereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC,, all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful Improvement in SAFE MUTANT VIRAL VACCINES so far as the Republic of Colombia is concerned,
as fully set forth and described in the specification, and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner
of Patents of Colombia to issue said patent to the said PFIZER PRODUCTS INC. in accordance with this

nagignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE THDUSTRIA Y CONERCI

41020
Bogot4 D.C., '

Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
PFIZER PRODUCTE, INC.

REFERENCIA Radicacifn No. 06 7814
Solicitud internacicnal PCT/UB2004/024011
Fecha inicio fase naciomal 28/02/06

Trémite 11
Evento 379
Actuacién 416
Oficio No. 2501
Follioa 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
axpediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Declsiém 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado da Cooperaciém en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el sxtracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacifm en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Jefe dea la divipién de Nuevas Creaclones

projas



