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 VACUNA CONTRA LA FIEBRE AFTOSA  ANTECEDENTES La fiebre aftosa es una enfermedad viral extremadamente contagiosa de 5 ungulados de pezuña hendida, que incluyen animales domesticados (ganado vacuno, cerdos, ovejas, cabras y otros) y diversos animales salvajes. Los síntomas más prominentes de la enfermedad en el ganado infectado por el virus de la fiebre aftosa incluyen lesiones vesiculares del epitelio de la boca, la lengua, las mamas y las patas. Aunque se considera que algunos países, entre ellos, Estados Unidos, Canadá, 10 México, Australia y la mayor parte de Europa, están libres de fiebre aftosa, la enfermedad está distribuida por todo el mundo y tiene un gran impacto económico sobre la industria de la exportación. De hecho, durante la última década se han producido varios brotes económicamente devastadores en casi todos los continentes.  Actualmente, las vacunas contra el virus de la fiebre aftosa con antígeno 15 muerto necesariamente se producen en instalaciones con costosas medidas de contención biológica a través del cultivo de grandes volúmenes (miles de litros) del virus virulento de la fiebre aftosa adaptado para crecer en células, lo que en ocasiones puede ocasionar dificultades. Este procedimiento ha dado lugar a la fuga del virus virulento de la instalación de fabricación, lo que ha causado costosos brotes en el 20 ganado (véase Cottam et al. 2008. PLoS Pathogen 4:1-8). Luego del cultivo, el virus se inactiva usando sustancias químicas y se preparan concentrados de antígeno, seguido de etapas de purificación necesarias para eliminar las proteínas contaminantes. Es difícil diferenciar a los animales infectados de los vacunados (DAIV) mediante pruebas diagnósticas serológicas.  Hay poca o ninguna protección cruzada entre los serotipos y 25 los subtipos, que requieren el emparejamiento adecuado entre la vacuna y las cepas de campo circulantes para conseguir protección. A pesar de estos inconvenientes de las vacunas, se fabrican billones de dosis todos los años en todo el mundo. Su uso ha sido la base para erradicar el virus de la fiebre aftosa en Europa y controlar la enfermedad en muchas partes del mundo a través de campañas de vacunación 30 masiva.  La creación de virus genéticamente modificados que contienen una estructura y sitios de restricción adecuados aborda parcialmente los inconvenientes de las vacunas con microorganismo inactivado, dado que los sitios de restricción proporcionan sitios para la introducción de proteínas de la cápside de diferentes cepas de la fiebre aftosa.  No obstante, el costo del antígeno contribuye ampliamente al costo 35 



 

2 
de la vacuna contra la fiebre aftosa y de la mayor parte de otras vacunas.   El problema del control de la fiebre aftosa se agrava aún más por el fenómeno de la persistencia del virus.  En resumen, históricamente, las vacunas contra la fiebre aftosa con virus inactivado han sido incapaces de prevenir la persistencia o el estado de portador (definido como la propagación del virus transcurridos 28 días de la 5 infección y/o exposición). Los animales propagadores, aunque no exhiben ningún síntoma de fiebre aftosa, podrían seguir siendo una fuente de infección de la fiebre aftosa para otros animales.    De este modo, las prácticas de control de la enfermedad aceptadas generalmente requieren el sacrificio de todos los animales en un rebaño vacunado aunque no tengan signos clínicos de enfermedad. 10 Por consiguiente, aún se desean procedimientos y composiciones que conduzcan a vacunas con una menor carga antigénica que no comprometan la eficacia y/o que reduzcan o eliminen la persistencia de la fiebre aftosa.  SÍNTESIS DE LA INVENCIÓN 15 En un aspecto, la invención proporciona una composición inmunogénica que comprende un componente antigénico y un componente adyuvante, en donde el componente adyuvante comprende una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un 50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante y al menos uno de un polímero 20 policatiónico; una fuente de aluminio; y el componente antigénico comprende una composición antigénica de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a 0,5 - 8 µg  del virus de la fiebre aftosa por dosis.   En determinadas realizaciones, el oligonucleótido inmunoestimulante es un oligonucleótido que contiene CpG. En determinadas realizaciones, el polímero 25 catiónico es DEAE dextrano. En diferentes realizaciones, el antígeno es una composición del virus de la fiebre aftosa y está presente en la cantidad de 0,5 - 4 µg por dosis, o 0,5 - 2 µg por dosis o 0,5 - 1 µg por dosis, o en la cantidad de aproximadamente 0,5 µg por dosis. El virus de la fiebre aftosa se puede inactivar o atenuar.  En determinadas 30 realizaciones, el virus de la fiebre aftosa es una cepa A24 Cruzeiro de la fiebre aftosa inactivada.  En determinadas realizaciones, la cepa inactivada es una cepa modificada por ingeniería genética que contiene una deleción de la región de codificación líder (LL) y, opcionalmente, contiene marcadores antigénicos negativos.  En determinadas realizaciones, el virus modificado por ingeniería genética 35 
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contiene proteínas de la cápside de una cepa heteróloga. En otro aspecto, la invención proporciona un procedimiento de prevención de la fiebre aftosa en un animal que lo necesite, donde el procedimiento comprende administrar a dicho animal la composición inmunogénica de acuerdo con las realizaciones del aspecto previo.  En diferentes realizaciones, el animal se selecciona 5 de bovinos, ovinos, porcinos y caprinos. En otro aspecto, la invención proporciona un procedimiento para reducir la frecuencia de la persistencia de la fiebre aftosa en un rumiante infectado con la fiebre aftosa, que comprende administrar a dicho rumiante antes de la infección una composición inmunogénica que comprende un componente antigénico y un 10 componente adyuvante, en donde el componente adyuvante comprende una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un  50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg por dosis y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre 15 aftosa en la cantidad equivalente a 6 - 10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis. En otro aspecto más, la invención proporciona un procedimiento de gestión del rebaño, que comprende administrar a los animales en dicho rebaño una composición inmunogénica que comprende un componente antigénico y un componente adyuvante, en donde el componente adyuvante comprende una emulsión que contiene una fase 20 oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un  50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 mg por dosis y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a 6 - 10 µg  del virus de la fiebre aftosa por dosis, en donde, tras 25 la sospecha de contacto con la infección por la fiebre aftosa, los miembros vacunados del rebaño no son sacrificados. La invención también proporciona un procedimiento de gestión del rebaño, que comprende administrar a los animales en dicho rebaño una composición inmunogénica que comprende un componente antigénico y un componente adyuvante, en donde el 30 componente adyuvante comprende una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un  50% en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg por dosis y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad 35 
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equivalente a 6 - 10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis, en donde, tras la sospecha de contacto con la infección por la fiebre aftosa, los miembros vacunados del rebaño se ponen en cuarentena durante 0-62 días. La invención también proporciona un procedimiento de gestión del rebaño, que comprende administrar a los animales en dicho rebaño una composición inmunogénica 5 que comprende un componente antigénico y un componente adyuvante, en donde el componente adyuvante comprende una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un  50% en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg por dosis y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el 10 componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a 6 - 10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis, en donde, tras la sospecha de contacto con la infección por la fiebre aftosa, los miembros vacunados del rebaño se ponen en cuarentena durante 0-62 días.  15 BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS La Figura 1 ilustra la diferencia en la calidad entre los antígenos precipitados en PEG y los concentrados en fibra hueca.  DESCRIPCIÓN DETALLADA 20 Definiciones “Alrededor de” o “aproximadamente", cuando se usa en relación con una variable numérica medible, se refiere al valor indicado de la variable y a todos los valores de la variable que se encuentran dentro del error experimental del valor indicado (por ejemplo, dentro del intervalo de confianza del 95% para la media) o 25 dentro del 10 por ciento del valor indicado, lo que sea mayor, a menos que se utilice “aproximadamente” en referencia a los intervalos de tiempo en semanas, en los que "aproximadamente 3 semanas", es de 17 a 25 días, y “de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 semanas” es de 10 a 40 días.  "Adyuvante" se refiere a cualquier sustancia que aumenta la respuesta 30 inmunitaria humoral o celular a un antígeno. Los adyuvantes se utilizan generalmente para lograr dos objetivos: la liberación controlada de antígenos del sitio de inyección y la estimulación del sistema inmunitario.   “Anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina que se puede unir a un antígeno específico como resultado de una respuesta inmunitaria a ese antígeno. 35 
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Las inmunoglobulinas son proteínas séricas compuestas por cadenas polipeptídicas “ligeras” y “pesadas” que tienen regiones "constantes" y "variables" y se dividen en clases (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) sobre la base de la composición de las regiones constantes.  "Antígeno" o "inmunógeno" hace referencia a cualquier sustancia reconocida 5 por el sistema inmunológico del animal y que genera una respuesta inmunológica. El término incluye virus, parásitos o bacterias muertos, inactivados, atenuados o vivos modificados. El término “antígeno” también incluye polinucleótidos, polipéptidos recombinantes, proteínas recombinantes, péptidos sintéticos, extractos de proteína, células (que incluye células tumorales), tejidos, polisacáridos, o lípidos, o fragmentos 10 de estos, individualmente o en cualquier combinación de estos. El término antígeno incluye también a anticuerpos, tales como anticuerpos anti-idiotipo o fragmentos de estos, y a mimotopos de péptidos sintéticos que pueden imitar a un antígeno o determinante antigénico (epítopo).   "Tampón" significa un sistema químico que evita los cambios en la 15 concentración de otra sustancia química, por ejemplo, los sistemas de donantes y aceptores de protones sirven como tampones al impedir que se produzcan cambios marcados en la concentración de iones de hidrógeno (pH). Un ejemplo adicional de un tampón es una solución que contiene una mezcla de un ácido débil y su sal (base conjugada), o una base débil y su sal (ácido conjugado).  20 “Que consiste esencialmente en”, como se aplica a las formulaciones adyuvantes hace referencia a la formulación que no contiene agentes adyuvantes o inmunomoduladores adicionales no mencionados en las cantidades a las que dicho agente ejerce efectos adyuvantes o inmunomoduladores mensurables. "Dosis" se refiere a una vacuna o composición inmunogénica administrada a un 25 sujeto. Una “primera dosis” o “vacuna de sensibilización” se refiere a la dosis de dicha composición administrada en el día 0. Una "segunda dosis" o una "tercera dosis" o una "dosis anual" se refiere a una cantidad de dicha composición administrada después de la primera dosis, que puede o no ser la misma vacuna o composición inmunogénica que la primera dosis.  30 El término “emulsionante” se usa ampliamente en la presente describeción.  Incluye sustancias aceptadas generalmente como emulsionantes, por ejemplo, diferentes productos de las líneas de producto TWEEN® o SPAN® (ésteres de ácidos grasos e sorbitol polietoxilado y tensioactivos de sorbitán sustituidos con ácido graso, respectivamente) y diferentes potenciadores de la solubilidad, tales como aceite de 35 
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ricino PEG-40 u otro aceite hidrogenado PEGilado.  “Respuesta inmunitaria humoral” se refiere a una que está mediada por anticuerpos.  "Respuesta inmunitaria" en un sujeto se refiere al desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral, una respuesta inmunitaria celular, o a una respuesta inmunitaria 5 humoral y celular a un antígeno. Las respuestas inmunitarias normalmente se pueden determinar usando inmunoensayos estándar y ensayos de neutralización, que son conocidos en la técnica.  “Cantidad inmunológicamente eficaz" o "cantidad eficaz para producir una respuesta inmunitaria" de un antígeno es una cantidad eficaz para inducir una 10 respuesta inmunogénica en el receptor. La respuesta inmunogénica puede ser suficiente para fines de diagnóstico u otras pruebas, o puede ser adecuada para evitar los signos o síntomas de la enfermedad, incluidos los efectos adversos para la salud o complicaciones de estos, causados por la infección con un agente patógeno. Se puede inducir tanto la inmunidad humoral como la inmunidad mediada por células. La 15 respuesta inmunogénica de un animal a una composición inmunogénica puede evaluarse, por ejemplo, indirectamente a través de la medición de los títulos de anticuerpos, ensayos de proliferación de linfocitos, o directamente mediante el control de los signos y los síntomas después de la exposición a la cepa salvaje, mientras que la inmunidad protectora conferida por una vacuna puede evaluarse midiendo, por 20 ejemplo, la reducción de los signos clínicos, tales como la mortalidad, la morbilidad, el número de la temperatura, el estado físico en general y la salud general y el funcionamiento del sujeto. La respuesta inmunitaria puede comprender, entre otras, la inducción de inmunidad celular y/o humoral.  "Inmunogénico" significa que evoca una respuesta inmunitaria o antigénica. Por 25 lo tanto, una composición inmunogénica sería cualquier composición que induce una respuesta inmunitaria.   “Instalaciones infectadas” se refiere a instalaciones en las que existe un posible caso positivo o un caso positivo confirmado con base en resultados de laboratorio, signos clínicos compatibles, definición del caso de fiebre aftosa y normas 30 internacionales. “Zona infectada” se refiere a un área en 3 km más allá de los perímetros de instalaciones infectadas, posibles o confirmadas.  "Lípidos" se refiere a cualquiera de un grupo de compuestos orgánicos, que incluye las grasas, aceites, ceras, esteroles, y triglicéridos que son insolubles en agua 35 
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pero solubles en disolventes orgánicos no polares, son oleosos al tacto, y junto con los hidratos de carbono y las proteínas constituyen el material estructural principal de las células vivas.  “Farmacéuticamente aceptable" se refiere a sustancias que, dentro del alcance del criterio médico aceptable, son adecuadas para usar en contacto con los tejidos de 5 los sujetos sin excesiva toxicidad, irritación, respuesta alérgica y similares, acorde con una razonable proporción de beneficios/riesgos, y eficaces para su uso previsto.  "DICT50" se refiere a "dosis infecciosa de cultivo tisular" y se define como la dilución de un virus necesaria para infectar el 50 % de un lote dado de los cultivos celulares inoculados. Se pueden usar varios procedimientos para calcular la DICT50, 10 que incluyen el método de Spearman-Karber, que se utiliza a lo largo de la presente memoria descriptiva. Para una descripción del método de Spearman-Karber, véase BW Mahy y HO Kangro, Virology Methods Manual p. 25-46 (1996).  Animales infectados de forma persistente o portadores son animales que propagan el virus de la fiebre aftosa transcurridos 28 días desde la infección o el inicio 15 de la enfermedad clínica.  Formulaciones adyuvantes y procedimientos de fabricación La presente solicitud describe varias formulaciones adyuvantes adecuadas para la presente invención.  La característica común de estos adyuvantes es la 20 presencia de aceite y uno o más emulsionantes, en los que la fase oleosa comprende al menos el 50 % de la composición de vacuna que abarca las formulaciones adyuvantes describedas.   Varios aceites y combinaciones de estos son adecuados para el uso de la presente invención.  Estos aceites incluyen, entre otros, aceites animales, aceites 25 vegetales, así como aceites no metabolizables.  Ejemplos no limitantes de aceites vegetales en la presente invención son aceite de maíz, aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de coco y aceite de oliva.  Un ejemplo no limitante de un aceite animal es escualeno.  Los ejemplos adecuados no limitantes de aceites no metabolizables incluyen aceite mineral ligero, aceites saturados de cadena lineal o ramificada, y 30 similares.   En un conjunto de realizaciones, el aceite usado en las formulaciones de adyuvantes de la presente invención es un aceite mineral ligero.  Tal como se utiliza aquí, la expresión "aceite mineral" se refiere a una mezcla de hidrocarburos líquidos obtenidos a partir de vaselina mediante una técnica de destilación. El término es 35 
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sinónimo de "parafina licuada", "vaselina líquida" y "aceite mineral blanco." Con el término también se pretende incluir "aceite mineral ligero", es decir, el aceite que se obtiene de manera similar por destilación de la vaselina, pero que tiene una densidad relativa ligeramente inferior a la del aceite mineral blanco. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18ª Edición (Easton, Pa.: Mack Publishing 5 Company, 1990, en las páginas 788 y 1323). El aceite mineral se puede obtener de diversas fuentes comerciales, por ejemplo, J. T. Baker (Phillipsburg, Pa.) o USB Corporation (Cleveland, Ohio). El aceite mineral preferido es el aceite mineral ligero está disponible comercialmente con el nombre comercial DRAKEOL®.  En determinadas realizaciones particularmente adecuadas para prevenir o 10 eliminar la persistencia de la fiebre aftosa, la fase oleosa está presente en una cantidad de 50 % a 95 % en volumen; preferentemente, en una cantidad superior a 50 % a 85 %; más preferentemente, en una cantidad superior a 50 % a 60 %, y más preferentemente, en una cantidad superior a 50-52 % en v/v de la composición de vacuna.  La fase oleosa incluye aceite y emulsionantes (por ejemplo, SPAN® 80, 15 TWEEN® 80, etc.), si alguno de estos emulsionantes está presente.  El volumen de la fase oleosa se calcula como una suma de los volúmenes del aceite y el o los emulsionantes solubles.  Así, por ejemplo, si el volumen del aceite es 40 % y el volumen del o los emulsionantes es del 12 % de una composición, la fase oleosa estaría presente en 52 % en v / v de la composición.  Del mismo modo, si el aceite 20 está presente en la cantidad de aproximadamente 45 % y el o los emulsionantes están presentes en la cantidad de aproximadamente 6 % de una composición, la fase oleosa está presente en aproximadamente 51 % en v / v de la composición. También debe entenderse que, dado que los adyuvantes de la presente invención solo forman una parte de las vacunas de la presente invención, la fase 25 oleosa está presente en una cantidad de 50 % a 95 % en volumen; preferentemente, en una cantidad superior a 50 % a 85 %; más preferentemente, en una cantidad superior a 50 % a 60 %, y más preferentemente en la cantidad de 50-52 % en v/v de cada uno de los adyuvantes de la presente invención. En un subconjunto de realizaciones, el porcentaje en volumen del aceite y el 30 emulsionante soluble en aceite juntos es de al menos un 50 %, por ejemplo, del 50 % al 95 % en volumen; preferentemente, en una cantidad de más de 50 % a 85%; más preferentemente, en una cantidad de 50 % a 60 %, y más preferentemente, en una cantidad de 50-52 % en v/v de la composición de vacuna.  Por lo tanto, por ejemplo, entre otros, el aceite puede estar presente en la cantidad de 45 % y el emulsionante 35 
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soluble en lípidos estaría presente en la cantidad de más del 5 % en v/v.  Por lo tanto, el porcentaje en volumen del aceite y el emulsionante soluble en aceite juntos sería de al menos 50 %.   En otro subconjunto más, aplicable a todas las vacunas de la invención, el porcentaje en volumen del aceite es más del 40 %, por ejemplo, del 40 % al 90 % en 5 volumen; del 40 % al 85 %; del 43 % al 60 %, 44-50 % en v/v de la composición de vacuna.   Los emulsionantes adecuados para su uso en las presentes emulsiones incluyen emulsionantes biológicamente compatibles naturales y tensioactivos sintéticos no naturales. Los emulsionantes biológicamente compatibles incluyen 10 compuestos de fosfolípidos o una mezcla de fosfolípidos. Los fosfolípidos preferidos son fosfatidilcolinas (lecitina), tales como lecitina de soja o de huevo.  La lecitina se puede obtener como una mezcla de fosfátidos y triglicéridos al lavar con agua los aceites vegetales en bruto y separar y secar las gomas hidratadas resultantes. Se puede obtener un producto refinado mediante fraccionamiento de la mezcla para 15 fosfolípidos y glicolípidos insolubles en acetona que quedan después de la deleción de los triglicéridos y el aceite vegetal mediante lavado con acetona. Como alternativa, la lecitina se puede obtener de diversas fuentes comerciales. Otros fosfolípidos adecuados incluyen fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, ácido fosfatídico, cardiolipina, y fosfatidiletanolamina. Los fosfolípidos pueden aislarse de fuentes 20 naturales o sintetizarse convencionalmente.  En realizaciones adicionales, los emulsionantes utilizados en el presente documento no incluyen lecitina ni usan lecitina en una cantidad que no es inmunológicamente eficaz. Los emulsionantes sintéticos no naturales adecuados para su uso en las 25 formulaciones de adyuvantes de la presente invención incluyen tensioactivos no iónicos basados en sorbitán, por ejemplo, tensioactivos de sorbitán sustituidos con ácido graso (disponibles comercialmente bajo el nombre SPAN® o ARLACEL®), ésteres de ácidos grasos de sorbitol polietoxilado (TWEEN®), ésteres de ácidos grasos de polietilenglicol procedentes de fuentes tales como aceite de ricino 30 (EMULFOR®); ácido graso polietoxilado (por ejemplo, ácido esteárico disponible bajo el nombre Simulsol M-53), polímero de isooctilfenol polietoxilado / formaldehído (TYLOXAPOL®), éteres de alcoholes grasos de polioxietileno (BRIJ®); éteres no fenilo de polioxietileno (TRITON® N), éteres de isooctilfenilpolioxetileno (TRITON® X). Los tensioactivos sintéticos preferidos son los tensioactivos disponibles con los nombres 35 
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SPAN® y TWEEN®, tales como TWEEN-80 (monooleato de sorbitán polioxietileno (20)) y SPAN®-80 (monooleato de sorbitán).  En términos generales, el o los emulsionantes pueden estar presentes en la composición de vacuna en una cantidad de 0,01 % a 40% en volumen, preferiblemente, de 0,1 % a 15%, con mayor preferencia de 2% a 10%. 5 Entre los ingredientes adicionales presentes en las presentes formulaciones de adyuvantes se incluyen vehículos catiónicos, oligonucleótidos inmunoestimulantes, monofosfolípido A y análogos de estos (MPL-A), ácido poliinosínico:polivitidílico (poli I:C), saponinas, amonios cuaternarios, esteroles, glicolípidos, una fuente de aluminio (por ejemplo, gel húmedo REHYDRAGEL® o VAC 20®) y combinaciones de estos. 10 Entre los vehículos catiónicos adecuados se incluyen, entre otros, dextrano, DEAE dextrano (y derivados de estos), PEG, gomas guar, derivados de quitosano, derivados de policelulosa como hidroxietilcelulosa (HEC), polietilenimina, poliaminos como polilisina y similares. Entre los oligonucleótidos inmunoestimulantes adecuados se incluyen 15 oligonucleótidos ODN (basados en ADN), ORN (basados en ARN) o estructuras quiméricas ODN-ORN, que pueden tener un armazón modificado, que incluye, entre otros, modificaciones e fosforotioato, halogenaciones, alquilación (por ejemplo, modificaciones de etilo o metilo) y modificaciones de fosfodiéster.  En algunas realizaciones se pueden usar ácido poli inosínico – citidílico o derivados del mismo 20 (poli I:C).   Los oligonucleótidos CpG son una clase recientemente descrita de agentes farmacoterapéuticos que se caracterizan por la presencia de un dinucleótido CG no metilado en contextos de secuencia de bases específica (motivo CpG). (Hansel TT, Barnes PJ (eds): New Drugs for Asthma, Allergy and COPD. Prog Respir Res. Basel, 25 Karger, 2001, vol 31, pp 229-232, que se incorpora en el presente documento por referencia).  Estos motivos CpG no se ven en el ADN eucariota, en donde los dinucleótidos CG están suprimidos y, cuando están presentes, por lo general metilados, pero están presentes en el ADN bacteriano al que confieren propiedades inmunoestimulantes.  30 En determinadas realizaciones, los adyuvantes de la presente invención utilizan un denominado oligonucleótido inmunoestimulante de clase P, con mayor preferencia, oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P modificados, aun con mayor preferencia, oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P modificados con E.  Los oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P son oligonucleótidos de CpG 35 
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caracterizados por la presencia de palíndromos, generalmente de 6-20 nucleótidos de longitud.   Los oligonucleótidos de clase P tienen la capacidad de autoensamblarse espontáneamente en concatámeros, ya sea in vitro y/o in vivo. Estos oligonucleótidos son, en un sentido estricto, de cadena sencilla, pero la presencia de palíndromos permite la formación de concatámeros o, posiblemente, estructuras de tallo y bucle.  5 La longitud total de los oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P está entre 19 y 100 nucleótidos, por ejemplo, 19-30 nucleótidos, 30-40 nucleótidos, 40-50 nucleótidos, 50-60 nucleótidos, 60-70 nucleótidos, 70-80 nucleótidos, 80- 90 nucleótidos, 90-100 nucleótidos. En un aspecto de la invención, el oligonucleótido inmunoestimulante contiene 10 un dominio de activación de TLR en 5’ y al menos dos regiones palindrómicas, siendo una región palindrómica una región palindrómica en 5’ de al menos 6 nucleótidos de longitud y conectada a la región palindrómica en 3' de al menos 8 nucleótidos de longitud, ya sea directamente o a través de un espaciador. Los oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P pueden modificarse de 15 acuerdo con técnicas conocidas en la materia. Por ejemplo, la modificación J se refiere nucleótidos modificados con yodo. La modificación E se refiere a nucleótido(s) modificado(s) con etilo.  Por lo tanto, los oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P modificados con E son oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P, en los que al menos un nucleótido (preferiblemente nucleótido en 5’) está etilado.  Modificaciones 20 adicionales incluyen la unión de 6-nitro-bencimidazol, O-metilación, la modificación con proinil-dU, modificación con inosina, unión de 2-bromovinilo (preferiblemente a uridina). Los oligonucleótidos inmunoestimulantes de clase P también pueden contener un enlace internucleotídico modificado que incluye, entre otros, enlaces fosfodiéster y 25 enlaces fosforotioato. Los oligonucleótidos de la presente invención pueden sintetizarse u obtenerse de fuentes comerciales. Los oligonucleótidos de clase P y los oligonucleótidos de clase P modificados se describen además en la solicitud de PCT publicada nº WO2008/068638, publicada el 12 de junio de 2008.  Ejemplos no limitantes adecuados de los oligonucleótidos 30 inmunoestimulantes de clase P modificados se proporcionan a continuación ("*" se refiere a un enlace fosforotioato y “-”  se refiere a un enlace fosfodiéster). SEC ID N.º 1 5' T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G 3'  SEC ID Nº 2 5' T*C-G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G 3'  SEC ID Nº 3  5' T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G*T 3' 35 
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SEC ID Nº: 4  5' JU*C-G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G 3' SEC ID N.º 5  5' JU*C-G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C* G*T 3' SEC ID N.º 6  5' JU*C*G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C* G*T 3' SEC ID N.º 7  5' EU*C-G*A*C*G*T*C*G*A*T*C*G*G*C*G*C*G*C*G*C*C*G 3'  SEC ID N.º 8  5' JU*C-G*T*C*G*A*C*G*A*T*C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C* G*T 3' 5 SEC ID N.º 9  5' JU*C*G*T*C*G*A*C*G*A*T*C*G*G*C*G*G*C*C*G*C*C* G*T 3'  SEC ID N.º 10 5' T*C-G*T*C-G*A*C-G*A*T*C-G*G*C*G*C-G*C*G*C*C*G 3' SEC ID N.º 11 5'-UUGUUGUUGUUGUUGUUGUU-3' SEC ID N.º 12 5'-UUAUUAUUAUUAUUAUUAUU-3' SEC ID N.º 13 5'-AAACGCUCAGCCAAAGCAG-3' 10 SEC ID N.º 14 dTdCdGdTdCdGdTdTdTdTrGrUrUrGrUrGrUdTdTdTdT-3'    La cantidad de oligonucleótido inmunoestimulante de clase P para uso en las composiciones adyuvantes depende de la naturaleza del oligonucleótido inmunoestimulante de clase P utilizado y de las especies destinadas.  15 Además del aceite y el o los emulsionantes, las formulaciones adyuvantes también comprenden (o consisten esencialmente o consisten en) una combinación de un oligonucleótido inmunoestimulante y un vehículo policatiónico. Estos adyuvantes se denominan “TXO”.    En un conjunto de realizaciones, los adyuvantes TXO también pueden incluir 20 una fuente de aluminio, tal como gel de Al(OH)3. Los adyuvantes TXO con aluminio se denominan “TXO-A”. En un conjunto de realizaciones, los adyuvantes TXO y TXO-A pueden contener, opcionalmente, un esterol, tal como, por ejemplo, colesterol, lanosterol, sigmasterol, etc.  Los adyuvantes TXO y TXO-A que contienen el esterol se 25 denominan TCXO y TCXO-A, respectivamente.  El esterol presente opcionalmente puede estar presente en la cantidad de hasta aproximadamente 1.000 µg (por ejemplo, 100-1.000  µg, 200-1.000 µg, 250-700 µg  o aproximadamente 400-500 µg por dosis. En un conjunto de realizaciones, en los adyuvantes TXO, el oligonucleótido inmunoestimulante, preferentemente un ODN, que contiene, preferentemente, una 30 secuencia palindrómica y, opcionalmente, con un armazón modificado, puede estar presente en la cantidad de 5-400 µg  por dosis, y el vehículo policatiónico puede estar presente en la cantidad de 5-400 mg por dosis.   Por ejemplo, en determinadas realizaciones, una dosis de TXO comprendería entre aproximadamente 5 y 400 µg por dosis (por ejemplo, 6,25-200 µg o 6,25-100 mg 35 
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o 6,25-50 µg  o 6,25-25 µg o 6,25-10 µg o 10-200 µg o 25-200 µg o 25-100 µg o 25-50 µg  o 25-100 µg o 50-100 µg por dosis) del oligonucleótido inmunoestimulante, y el vehículo policatiónico puede estar presente en la cantidad de entre aproximadamente 5 y aproximadamente 500 mg por dosis (por ejemplo, 6,25-200 mg o 6,25-100 mg o 6,25-50 mg o 6,25-25 mg o 6,25-10 mg o 10-200 mg o 25-200 mg o 25-100 mg o 25-5 50 mg o 25-100 mg o 50-100 mg por dosis). En determinadas realizaciones, los adyuvantes TXO se preparan del siguiente modo: a) Monooleato de sorbitán se disuelve en aceite mineral ligero. La solución oleosa resultante se esteriliza por filtración. 10 b) El oligonucleótido inmunoestimulante, DEAE dextrano y polioxietileno (20) monooleato de sorbitán se disuelven en fase acuosa, formando de este modo la solución acuosa. c) La solución acuosa se añade a la solución oleosa en homogeneización continua, formando de este modo la formulación adyuvante TXO. 15  En un conjunto de realizaciones, en los adyuvantes TXO-A, el oligonucleótido inmunoestimulante está presente en el adyuvante TXO, la fuente de aluminio está presente en la cantidad de hasta 40 % en v/v (por ejemplo, 35 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5 %, 1 %).  En un conjunto de realizaciones, la fuente de aluminio está 20 presente a 2 %-20 % en v/v de la composición de vacuna, más preferentemente, entre aproximadamente 5 % y aproximadamente 17 % en v/v. En determinadas realizaciones, los adyuvantes TXO-A se preparan de forma similar a los adyuvantes TXO y la fuente de aluminio se añade a la solución acuosa.   En la preparación de los adyuvantes TCXO y TCXO-A, el colesterol se disuelve 25 en la solución oleosa y las otras etapas de preparar TCXO y TCXO-A son similares a las etapas usadas en la preparación de TXO y TXO-A, respectivamente.  Antígenos Los inventores han descubierto, sorprendentemente, que los adyuvantes de la 30 presente invención son capaces de conferir una protección suficiente frente a la fiebre aftosa, incluso cuando la dosis del antígeno se reduce de 10 µg del virus de la fiebre aftosa a 0,5 µg.  Por lo tanto, en diferentes realizaciones de la invención, la cantidad del virus de la fiebre aftosa puede ser de 0,5  µg, aproximadamente 1 µg, aproximadamente 2 µg, aproximadamente 3 µg, aproximadamente 4 µg, 35 
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aproximadamente 5 µg, aproximadamente 6 µg, aproximadamente 7 µg, aproximadamente 8 µg, aproximadamente 9 µg o aproximadamente 10 µg.  La cantidad del antígeno puede estar entre  0,5 y 1  µg, entre 1 y 2  µg, entre 2 y 3 µg, entre 3 y 4  µg, entre 4 y 5 µg, entre 5 y 6 µg, entre 6 y 8  µg, entre 8 y 10 µg o del virus de la fiebre aftosa (140 partículas S). 5 En la actualidad se han aislado siete serotipos de la fiebre aftosa.  De los siete serotipos de este virus, A, C, O, Asia 1 y SAT 3 parecen ser linajes distintos; SAT 1 y SAT 2 son clados no resueltos.  Dentro de cada serotipo, existen múltiples cepas.  Por ejemplo, A24 Cruzeiro pertenece al serotipo A, y O1 Campos pertenece al serotipo O. El virus de fiebre aftosa de cualquier serotipo puede usarse como antígeno en 10 la presente invención, siempre que dicho virus no sea patógeno.  La patogenicidad se puede reducir mediante inactivación del virus, por ejemplo, tratamiento con formaldehído o BEI.   En determinadas realizaciones, el virus puede atenuarse mediante pasadas de cultivos o por medios recombinantes.  Previamente se ha demostrado, por ejemplo, 15 que la deleción de la región de codificación de la proteína líder  Lpro  da lugar al virus de la fiebre aftosa en la que está atenuada en ganado vacuno y cerdos.  Véanse, por ejemplo, el documento US 5.824.316, el documento US 8.765.141, Virology 1997 227(1): 96-102, J.Virol 2012 86:11675-11685.  Las mutaciones puntuales en las posiciones 55 y 58 dentro del dominio de la proteína L también dieron lugar a un virus 20 viable que mostraba un fenotipo atenuado leve en cultivo celular y que era protector en el modelo de fiebre aftosa en cerdos.  Véase, por ejemplo, la patente US N.º 8.846.057.  En ciertas realizaciones, el virus también contiene marcadores antigénicos negativos que permiten ensayos de DAIV (diferenciación entre animales infectados y 25 vacunados). En ciertas realizaciones, los marcadores antigénicos negativos se introducen en las proteínas 3D y / o 3B.  Véanse, por ejemplo, las SEC ID Nº 19, 20, 21, 22. Al igual que otros virus, el virus de la fiebre aftosa evoluciona continuamente y muta, por lo tanto, una de las dificultades en la vacunación contra el virus es la enorme 30 variación entre serotipos e incluso dentro de estos. No hay protección cruzada entre serotipos (una vacuna para un serotipo no protegerá necesariamente contra ningún otro) y, además, dos cepas dentro de un serotipo dado pueden tener secuencias de nucleótidos que difieren hasta en un 30 % para un gen dado. Esto significa que las vacunas contra la fiebre aftosa deben ser altamente específicas de la cepa 35 
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involucrada.  Por lo tanto, en ciertas realizaciones, en el genoma del virus se introducen sitios para las endonucleasas de restricción, de modo que permite la introducción de las proteínas (por ejemplo, las proteínas que forman las cápsides exteriores) de cepas de fiebre aftosa heterólogas.   5 En ciertas realizaciones, el componente antigénico comprende la cepa de la fiebre aftosa A24 Cruzeiro, que puede modificarse opcionalmente mediante deleción de la proteína líder, mutaciones marcadoras negativas en las proteínas 3B y/o 3D, y mediante la introducción de sitios para endonucleasas de restricción para una introducción más fácil de las secuencias para los antígenos (por ejemplo, proteínas de 10 la cápside) de cepas heterólogas.  Los ejemplos adecuados no limitantes de los antígenos se describen en el documento US 8.765.141.   Las secuencias de ADN correspondientes al genoma de ARN de un virus de la fiebre aftosa modificado genéticamente también se proporcionan en las SEC ID N.º 15 (A24LL3DYR) y la SEC ID N.º  17 (A24LL3BPVKV3DYR). Por lo tanto, una secuencia de ADN complementaria de la 15 secuencia de ADN expuesta en, por ejemplo, la SEC ID N.º 15 es un molde, es decir, es complementaria o “codificante”, del genoma de ARN del virus de la fiebre aftosa (es decir, el ARN que codifica el virus de la fiebre aftosa).  En determinadas realizaciones, el virus comprende proteína(s) de la cápside de cepas de la fiebre aftosa heterólogas (es decir, cepas de la fiebre aftosa distintas de A24 Cruzeiro, que incluye, entre otros, 20 las cepas de los linajes C, O, Asia 1, SAT3, SAT 1 y SAT 2, Turkey 06 y otros ligandos de linaje A).  Los ejemplos no limitantes de dichos antígenos heterólogos se ilustran en la SEC ID N.º 23 (Asia1-A24LL3BPVKV3DYR) y la SEC ID N.º  24 (A/Turkey/06-A24LL3BPVKV3DYR).  Adicionalmente, O1 campos-A24LL3BPVKV3DYR  (genoma completo, también denominado O1campos), C3 Indaial-A24LL3BPVKV3DYR (genoma completo) y 25 cápside Argentina 2001 iso93 (cápside y secuencia parcial de 2A) se proporcionan en las SEC ID N.º 25, 26 y 27, respectivamente. También se existen variantes de dichos antígenos.  Las variantes son al menos un 80 % idénticas (por ejemplo, 85 % idénticas, 90 % idénticas, 95 % idénticas, 96 % idénticas, 97 % idénticas, 98 % idénticas o 99 % idénticas) a una secuencia de 30 referencia usando uno de los programas de alineación descritos usando parámetros estándar.  Se dispone de múltiples herramientas de alineación para determinar la identidad de secuencia, que incluye, entre otros,  BLAST, CLUSTAL o PHILIP. Una persona del oficio de nivel medio reconocerá que estos valores se pueden ajustar adecuadamente para determinar la correspondiente identidad de las proteínas 35 
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codificadas por dos secuencias de nucleótidos teniendo en cuenta la degeneración de codones, la similitud de aminoácidos, la posición del marco de lectura y similares. En determinadas realizaciones, las variantes abarcan más que las secuencias de nucleótidos o de aminoácidos de ejemplo específicas e incluyen equivalentes funcionales de estos. Las alteraciones en un fragmento de ácido nucleico que tiene 5 como resultado la producción de un aminoácido químicamente equivalente en un sitio dado, pero no afectan a las propiedades funcionales del polipéptido codificado, son bien conocidas en la técnica. Por lo tanto, un codón para el aminoácido alanina, un aminoácido hidrófobo, puede sustituirse por un codón que codifica otro resto menos hidrófobo, tal como glicina, o un resto más hidrófobo, tal como valina, leucina o 10 isoleucina. De un modo similar, los cambios que producen la sustitución de un resto con carga negativa por otro, tal como ácido aspártico por ácido glutámico, o un resto con carga positiva por otro, tal como lisina por arginina, también se puede esperar que produzcan un producto funcionalmente equivalente. Tampoco se esperaría que los cambios de nucleótidos que dan lugar a la alteración de las porciones N-terminal and 15 C-terminal de la molécula polipeptídica alteraran la actividad del polipéptido. Cada una de las modificaciones propuestas está muy bien dentro de la experiencia en la técnica, como también lo está la determinación de la retención de la actividad biológica de los productos codificados. Los polipéptidos de la invención también se pueden alterar de varias formas, 20 que incluyen sustituciones, deleciones, truncamientos e inserciones de aminoácidos. Se pueden crear nuevas proteínas que posean propiedades de interés mediante la combinación de elementos y fragmentos de proteínas de la presente invención, así como con otras proteínas. Los procedimientos para dichas manipulaciones se conocen en general en la técnica. Por lo tanto, los genes y las secuencias nucleotídicas de la 25 invención incluyen tanto las secuencias de origen natural como las formas mutantes.  Asimismo, las proteínas de la invención abarcan proteínas de origen natural, así como variaciones y formas modificadas de las mismas.  Dichas variantes seguirán poseyendo las actividades modificadas deseadas del virus de la fiebre aftosa parental.   Las mutaciones que se realizarán en el ADN que codifica la variante no deben colocar 30 la secuencia fuera del marco de lectura y, preferentemente, no crearán regiones complementarias que pudieran producir una estructura de ARNm secundaria. Los procedimientos para cultivar y purificar los antígenos adecuados para la presente invención son bien conocidos en la técnica e incluyen, entre otros, filtración en fibra hueca y precipitación en PEG.  Estos procedimientos dan composiciones 35 



 

17 
antigénicas diferentes. Por ejemplo, en la precipitación en PEG, la composición antigénica carece de proteínas no estructurales. En otros procedimientos, tales como, por ejemplo, filtración en fibra hueca, la composición antigénica contiene proteínas de la fiebre aftosa tanto estructurales como no estructurales.  De acuerdo con lo anterior, en algunas realizaciones, el antígeno de la fiebre aftosa comprende proteínas 5 estructurales.  En otras realizaciones, tales como, por ejemplo, cuando el antígeno de la fiebre aftosa se prepara mediante filtración en fibra hueca, el antígeno de la fiebre aftosa comprende proteínas tanto estructurales como no estructurales, en particular la proteína 3D. Usando las plataformas de vacunas actuales, desprovistas de marcadores 10 antigénicos para diferenciar los animales vacunados de los infectados, es conveniente eliminar las proteínas no estructurales, ya que sigue siendo deseable debido a que la presencia de anticuerpos contra la proteína no estructural identifica a los animales infectados. No obstante, en el contexto de la plataforma FMDLL3B3D, la presencia de proteínas no estructurales en la preparación antigénica no impide la diferenciación 15 entre animales vacunados e infectados. Es en este contexto que la presente formulación de antígeno que incluye proteínas no estructurales y adyuvante proporciona tanto protección contra la enfermedad clínica a dosis menores que las formulaciones de antígeno purificado y también impide con mayor eficacia el establecimiento de infecciones persistentes en rumiantes. 20  Composiciones Las composiciones de la presente invención se pueden formular siguiendo el consenso aceptado para incluir vehículos adecuados para animales, incluidos seres humanos, tales como tampones estándar, estabilizantes, diluyentes, conservantes y/o 25 solubilizantes, y también se pueden formular para facilitar la liberación sostenida. Los diluyentes incluyen agua, solución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Aditivos para isotonicidad incluyen cloruro sódico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albúmina, entre otros. Las personas del oficio de nivel medio conocen otros vehículos y aditivos adecuados, incluidos los que son 30 particularmente útiles en la formulación de vacunas vivas modificadas, o estos serán evidentes para ellos.  Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, 18ª ed., 1990, Mack Publishing, que se incorpora en el presente documento por referencia.  Las composiciones de la presente invención pueden comprender además uno o más componentes inmunomoduladores tales como, por ejemplo, un adyuvante o 35 
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citocina adicional, entre otros. Ejemplos no limitantes de dichos adyuvantes adicionales que se pueden usar en la vacuna de la presente invención incluyen el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc., Hamilton, Mont.), adyuvantes completos o incompletos de Freund, copolímero de bloque (CytRx, Atlanta Ga.), QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge Mass.), SAFM (Chiron, Emeryville Calif.), adyuvante 5 AMPHIGEN®, saponina, Quil A u otra fracción de saponina, monofosforil lípido A y adyuvante de lípido avridina-amina. Otros agentes inmunomoduladores que se pueden incluir en la vacuna incluyen, por ejemplo, una o más interleucinas, interferones u otras citocinas conocidas.  Las vías de administración para las composiciones adyuvantes incluyen 10 administración parenteral, oral, oronasal, intranasal, intratraqueal, tópica, subcutánea, intramuscular, transcutánea, intradérmica, intraperitoneal, intraocular, intravenosa y lingual. Se puede usar cualquier dispositivo adecuado para administrar las composiciones, que incluye jeringas, goteros, dispositivos de inyección sin aguja, parches y similares. La vía y el dispositivo seleccionado para su uso dependerán de la 15 composición del adyuvante, el antígeno, y del sujeto, y son bien conocidos por las personas del oficio de nivel medio.  En vista de la elevada infectividad de la fiebre aftosa, las medidas que tienen que adoptarse para contener y/o eliminar el brote de fiebre aftosa están controladas por las autoridades reguladoras, tales como, por ejemplo, los ministerios nacionales de 20 agricultura y sancionados por organizaciones internacionales tales como la OIE (Oficina Internacional de Epizootias).  Las medidas que tienen que adoptarse en relación con el brote pueden incluir, entre otros, paralización de los movimientos de los animales, controles eficaces del movimiento de los productos animales, que incluyen leche, carne, piel etc., política de sacrificios (sacrificio de los animales del rebaño 25 afectado y, si es adecuado, de los de otros rebaños que han estado expuestos a la infección por contacto directo entre animales o por contacto indirecto con el patógeno).  A menudo, los animales de los rebaños vecinos son vacunados, y luego sacrificados. Los inventores han descubierto, sorprendentemente, que determinadas composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento previenen la 30 persistencia, que se define como la presencia o propagación de la fiebre aftosa durante más de 28 días después de la infección. En determinadas realizaciones, dichas composiciones inmunogénicas comprenden un componente antigénico y un componente adyuvante, en las que el componente adyuvante comprende (o consiste esencialmente o consiste en) una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha 35 



 

19 
fase oleosa comprende al menos un 50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg por dosis, y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a al menos 6 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis.   5 En determinadas realizaciones, el antígeno puede estar presente en la cantidad equivalente a 6-20 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis, por ejemplo, 8-20, 10-20, 12-20, 14-20, 16-20, 18-20, 6-10, 6-12, 6-18, 8-12 o 8-10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis.  La cantidad del oligonucleótido inmunoestimulante puede ser, por ejemplo, 75-100, 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-10 150 µg por dosis.  El polímero policatiónico puede estar presente en la cantidad de, por ejemplo, 75-100, 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-150 mg por dosis. Por lo tanto, la invención también proporciona un procedimiento de reducir la frecuencia de la persistencia de la fiebre aftosa en un rumiante infectado con la fiebre 15 aftosa, que comprende administrar a dicho rumiante antes de la infección las composiciones inmunogénicas que comprenden un componente antigénico y un componente adyuvante, en donde el componente adyuvante comprende (o consiste esencialmente o consiste en) una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos un  50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, 20 un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg por dosis y un polímero policatiónico en la cantidad de 75-200 mg por dosis; y el componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a al menos 6 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis. En realizaciones diferentes, la cantidad del antígeno puede ser equivalente a 6-25 20 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis, por ejemplo, 8-20, 10-20, 12-20, 14-20, 16-20, 18-20, 6-10, 6-12, 6-18, 8-12 o 8-10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis.  La cantidad del oligonucleótido inmunoestimulante puede ser, por ejemplo, 75-100, 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-150 µg por dosis.  El polímero policatiónico puede estar presente en la cantidad de, por ejemplo, 75-100, 30 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-150 mg por dosis. La administración de estas composiciones inmunogénicas a rumiantes (por ejemplo, ganado vacuno, ovejas, camellos, etc.) permite el cambio en las prácticas de gestión de rebaños. En determinadas realizaciones, los miembros vacunados del rebaño no se sacrifican después de una sospecha de contacto con el virus de la fiebre 35 
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aftosa.   En realizaciones alternativas (o adicionales), los animales vacunados se mantienen en cuarentena durante un tiempo más corto.  Por lo tanto, en determinadas realizaciones, los animales de los que se sospecha que han entrado en contacto con la fiebre aftosa se pueden mantener en cuarentena durante menos de 30 días, por 5 ejemplo, 28 días o 29 días. Adicionalmente, la designación de un área como zona de contención significa limitaciones severas de la prohibición del movimiento de los animales o productos animales de la zona de contención, generalmente 30 días o más.  Por lo tanto, en determinadas realizaciones, los animales de los que se sospecha que han entrado en 10 contacto con la fiebre aftosa se pueden mover desde la zona de contención en un plazo de menos de 30 días, por ejemplo, 28 días o 29 días desde la sospecha de contacto con la fiebre aftosa. En las realizaciones en las que el componente antigénico abarca un antígeno de la fiebre aftosa modificada genéticamente, por ejemplo, como se ha descrito 15 anteriormente, es posible diferenciar a los animales vacunados de los infectados.  Por lo tanto, en realizaciones adicionales, los procedimientos de gestión del rebaño (o procedimiento de reducción de la frecuencia de la persistencia de la fiebre aftosa en un rumiante infectado con la fiebre aftosa). En otras palabras, se pueden usar las composiciones inmunogénicas, en 20 determinadas realizaciones que comprenden un componente antigénico y un componente adyuvante, en las que el componente adyuvante comprende (o consiste esencialmente o consiste en) una emulsión que contiene una fase oleosa, donde dicha fase oleosa comprende al menos el 50 % en v/v de dicha composición inmunogénica, un oligonucleótido inmunoestimulante en la cantidad de 75-200 µg  por dosis; y el 25 componente antigénico comprende un antígeno de la fiebre aftosa en la cantidad equivalente a al menos 6 µg  del virus de la fiebre aftosa por dosis para la gestión el rebaño, en donde, tras la sospecha del contacto con la infección por el virus de la fiebre aftosa, los miembros vacunados de dicho rebaño no se sacrifican; y/o se ponen en cuarentena durante 0-30 días después de la sospecha de contacto y/o se mueven 30 lejos de las instalaciones infectadas en un plazo de 30 días desde la sospecha de contacto. En realizaciones diferentes, la cantidad del antígeno puede ser equivalente a 6-20 µg  del virus de la fiebre aftosa por dosis, por ejemplo, 8-20, 10-20, 12-20, 14-20, 16-20, 18-20, 6-10, 6-12, 6-18, 8-12 o 8-10 µg del virus de la fiebre aftosa por dosis.  35 
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La cantidad del oligonucleótido inmunoestimulante puede ser, por ejemplo, 75-100, 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-150 µg por dosis.  El polímero policatiónico puede estar presente en la cantidad de, por ejemplo, 75-100, 75-125, 75-150, 75-150, 100-200, 100-150, 125-200, 125-175 o 125-150 mg por dosis. La invención se describirá adicionalmente en los siguientes ejemplos no 5 limitantes.  EJEMPLOS Ejemplo 1.  Preparación de antígenos Se usaron dos procedimientos para preparar los antígenos: filtración en fibra 10 hueca y precipitación en PEG. Los procedimientos de precipitación en PEG (polietilenglicol) se conocen en la técnica. En síntesis, se infectaron células BHK-21 con el virus de la fiebre aftosa.   Después (24-36 h después) se lisaron las células mediante congelación-descongelación y el lisado celular se clarificó de residuos celulares mediante 15 centrifugación a baja velocidad (500 x g).  Se añadió PEG (8 % p/v) al sobrenadante que contiene proteínas tanto estructurales como no estructurales. La mezcla se incubó durante 12-18 horas a 4 ºC. Durante esta incubación, las partículas de la fiebre aftosa se asocian con el PEG.  El antígeno se recuperó mediante centrifugación a 16.000 xg y se recogió el sedimento precipitado que contiene PEG y virus. Se descartó el 20 sobrenadante, que contiene proteínas no estructurales celulares y virales. El sedimento, al que están unidas las partículas víricas, se lavó después con pequeños volúmenes de tampón para eluir las partículas de la fiebre aftosa del PEG.   Un procedimiento adicional descrito en el presente documento se basa en la concentración de fibra hueca de los sobrenadantes del cultivo de la fiebre aftosa. Las 25 etapas de este procedimiento consiste en la disposición de la filtración sucesiva para eliminar primero los restos celulares y el material grande de los cultivos (células BHK-21 infectadas por el virus de la fiebre aftosa y lisadas mediante congelación-descongelación).  El material del cultivo se bombeó sucesivamente a través de un filtro de cápsula de 10 µm, un filtro de cápsula de 4,5 µm, después, finalmente, a través de 30 un filtro de 0,8 µm/0,2 µm.  Este filtrado se concentró después usando un cartucho de ultrafiltración en fibra hueca que permite que las partículas menores de 0,01 µm fluyan a través de la membrana.  Las partículas de la fiebre aftosa y muchas proteínas no estructurales permanecen en el circuito de la columna, mientras que las proteínas líquidas y más pequeñas atraviesan la membrana hacia los residuos.  El circuito de la 35 
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columna se ejecutó hasta que el concentrado alcanza el volumen deseado, normalmente a diez veces la concentración.   La Figura 1 es una transferencia de tipo Western que ilustra la diferencia en la calidad entre los antígenos precipitados en PEG y concentrados en fibra hueca. El antígeno concentrado en fibra hueca contiene grandes cantidades de proteínas 5 estructurales y no estructurales, como se ilustra en esta figura mediante tinción en transferencia de tipo Western usando un anticuerpo específico de la proteína 3D, las proteínas no estructurales de la fiebre aftosa más grandes y el anticuerpo específico de la proteína de la cápside (proteína estructural).  Por el contrario, los antígenos precipitados en PEG (calle 9) contenían proteína estructural pero no contenían niveles 10 detectables de la proteína 3D.  Ejemplo 2.  Efectos de las vacunas contra la fiebre aftosa adyuvadas con TXO  Animales y obtención de muestras 15 En este estudio se usaron cabestros Holstein de seis a ocho meses de edad con un peso de 180-230 kg.  Los animales carecían de anticuerpos reactivos contra la fiebre aftosa como se determinó mediante el ensayo ELISA de 3D antes de la vacunación, como se determinó luego a partir de las muestras de suero tomadas el día 0. Los 28 animales se juntaron en una estancia en una instalación de ensayos en 20 animales BSL-3-Ag.  Los animales recibieron una ración completa de pienso o cubos de alfalfa, con agua y bloques de sal disponibles ad libitum. Se aclimató a los animales cinco días a las instalaciones antes del día 0. Los animales fueron tratados previamente con Bovi-Shield GOLD® 5, Micotil® 300, Liquamycin®LA-200® y Dectomax®.  A cada grupo de tratamiento se asignaron grupos de animales (n=4 cada 25 uno) con marcadores de orejas con números consecutivos.   No se documentaron acontecimientos adversos tras la vacunación. Los tubos de sangre con separador de suero para obtener muestras de suero se recogieron los días 0 (antes de la vacunación), 4, 7, 14, 21 (antes de la exposición), 24, 28, 31 y 42 de todos los animales. Las muestras de suero se mantuvieron 30 congeladas hasta el análisis de la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la fiebre aftosa en un ensayo de neutralización en suero (notificado como el recíproco de la última dilución en suero para neutralizar 100 DICT50 del virus de la fiebre aftosa homólogo en el 50 % de los pocillos) o estudiar la respuesta anti-3Dpol (por medio de un ensayo competitivo de inmunosorción ligado a enzimas).  35 
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Como recomienda la OIE ("Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals"), la exposición del ganado vacunado para determinar la eficacia de la vacuna se realizó mediante inoculación con aguja por vía lingual intradérmica (LID). A los 21 días de la vacunación se inoculó mediante LID a todos los animales vacunados y no expuestos previamente 10.000 DILB50 (dosis infecciosa en la lengua 5 bovina del 50 %) de la cepa A24 Cruzeiro del virus de la fiebre aftosa homóloga dividida en 4 inoculaciones de 0,1 ml/cada uno con 2.500 DILB50/0,1 ml. Se realizó un seguimiento de todos los animales durante 10 días después de la exposición para evaluar el desarrollo de la enfermedad clínica, expresado por fiebre, secreción nasal, salivación, pérdida de apetito y/o debilidad. La evaluación clínica para determinar la 10 presencia de vesículas en la pezuña se realizó con sedación (xilazina administrada i.m. a 0,22 mg/kg para mantener la recumbencia esternal durante todo el procedimiento) el día 21 (antes de la inoculación) y los días 24, 28 y 31.  El sedante se invirtió con tolazolina, i.v., a una dosis de 2 mg/kg.   15 Vacunas Los antígenos se prepararon como se describe en el ejemplo 1.  Las soluciones madre de antígeno contenían 5,51 µg/ml de antígeno preparadas mediante filtración en fibra hueca (Prep. A) o 10,26 µg/ml de  antígeno preparadas mediante precipitación en PEG (Prep. B). 20 Los detalles de las composiciones inmunogénicas administradas a los animales e proporcionan en la Tabla 1.  Cada grupo contenía cuatro animales.  Tabla 1. Diseño del estudio Grupo Antígeno Cantidad/ 5 ml Adyuvante/5 ml Volumen inyectado, ml, i.m. T01 Ninguno N/A PBS (control neg.) 5 T02 Virus de la fiebre aftosa (Prep. B)-Peg ppt. 8 µg Aceite mineral ligero  SPAN®80 TWEEN®80 DEAE Dextrano (100 mg); SEC ID N.º 8; pureza del 75 %: 100 µg  5 T03 Virus de la fiebre aftosa (Prep. B)-PEG ppt. 2 µg 1,25 T04 Virus de la fiebre aftosa (Prep. B)-Peg ppt. 0,5 µg  0,3125 T05 Virus de la fiebre aftosa (Prep. A) Filt. en fibra hueca. 8 µg 5 T06 Virus de la fiebre aftosa (Prep. A) Filt. en fibra hueca. 2 µg 1,25 T07 Virus de la fiebre aftosa (Prep. A) Filt. en fibra hueca. 0,5 µg 0,3125  25 
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Las composiciones inmunogénicas de los grupos T02 a T06 se homogeneizaron el día de la vacunación y se administraron a los animales el día 0.   La persistencia se midió como la presencia o ausencia de virus (ARN del virus de la fiebre aftosa y/o virus de la fiebre aftosa infecciosa) determinada usando aislamiento viral o rRT-PCR cuantitativa.  Los cebadores usados para la rRT-PCR 5 cuantitativa fueron los siguientes: Directo (SEC ID N.º 28):   GACAAAGGTTTTGTTCTTGGTCA Inverso (SEC ID N.º 29):  TGCGAGTCCTGCCACGGA Sonda TaqMan: (indicador FAM, inactivador TAMRA, SEC ID N.º 30)  TCCTTTGCACGCCGTGGGAC 10 Los títulos neutralizantes en suero del virus de la fiebre aftosa se resumen en la Tabla 2.  Tabla 2 – Títulos neutralizantes en suero Tratamiento Título neutralizante en suero Día 0 Día 21 Día 42 T01 0,45 a 0,45 a 2,62 ab T02 0,45 a 1,64c 2,84 b T03 0,45 a 0,90 b 2,39 ab T04 0,45 a 0,76 b 2,74 ab T05 0,45 a 1,55c 2,28 a T06 0,45 a 0,81 b 2,36 ab T07 0,45 a 0,54 a 2,68 ab a,b,c Los grupos de tratamiento con la misma letra dentro de cada día no son significativamente 15 diferentes a alfa=0,05.  Los signos del virus de la fiebre aftosa se puntuaron como presencia (1) o ausencia (0) de vesículas en la pezuña, es decir la presencia de una vesícula en una única pezuña produjo la puntuación de 1, la presencia de vesículas en solo 2 pezuñas 20 produjo una puntuación de 2 y vesículas en las 4 pezuñas produjeron una puntuación de 4.  Una vez que un animal ha recibido una puntuación de 4, se consideró que tenía puntuación de 4 durante el estudio. Las puntuaciones de animales individuales para cada pezuña y para cada día de examen se muestran en la Tabla 3.  En la Tabla 4 se presenta un resumen de las 25 puntuaciones de cada animal de acuerdo con si había alguna pezuña positiva.  Tabla 3 – Listado de animales individuales de la puntuación de las vesículas del 
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virus de la fiebre aftosa  Día del estudio  21 24 28 31  Ubicación Ubicación Ubicación Ubicación  DELANTERA IZQUIERDA POSTERIOR IZQUIERDA DELANTERA DERECHA POSTERIOR DERECHA DELANTERA IZQUIERDA POSTERIOR IZQUIERDA DELANTERA DERECHA POSTERIOR DERECHA DELANTERA IZQUIERDA POSTERIOR IZQUIERDA DELANTERA DERECHA POSTERIOR DERECHA DELANTERA IZQUIERDA POSTERIOR IZQUIERDA DELANTERA DERECHA POSTERIOR DERECHA Tratamiento Animal  T01 R14-84 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1* 1* 1* 1*  R14-85 0 0 0 0 1 1 1 1 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1*  R14-86 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1* 1* 1* 1*  R14-87 0 0 0 0 1 1 1 1 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1* 1*  T02 R14-72 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-73 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-74 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-75 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  T03 R14-76 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-77 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0  R14-78 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-79 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  T04 R14-80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-81 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-82 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-83 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  T05 R14-60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-61 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-62 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-63 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  T06 R14-64 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-65 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-67 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  T07 R14-68 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  R14-71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  *Puntuado automáticamente como ‘1’ ya que todas las pezuñas para este animal tenían previamente vesículas en las cuatro pezuñas.  Tabla 4 – Puntuación de las vesículas del virus de la fiebre aftosa – Cualquier 5 ubicación en pezuña positiva  Día del estudio  21 24 28 31 Tratamiento Animal  T01 R14-84 No Sí Sí Sí*  R14-85 No Sí Sí* Sí* 
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 Día del estudio  21 24 28 31 Tratamiento Animal   R14-86 No Sí Sí Sí*  R14-87 No Sí Sí* Sí*  T02 R14-72 No No No No  R14-73 No No No No  R14-74 No No No No  R14-75 No No No No  T03 R14-76 No No No No  R14-77 No Sí Sí Sí  R14-78 No No No No  R14-79 No No No No  T04 R14-80 No No No No  R14-81 No No No No  R14-82 No No No No  R14-83 No No No No  T05 R14-60 No No No No  R14-61 No No No No  R14-62 No No No No  R14-63 No No No No  T06 R14-64 No No No No  R14-65 No No No No  R14-66 No No No No  R14-67 No No No No  T07 R14-68 No No No No  R14-69 No No No No  R14-70 No No No No  R14-71 No No No No  *Puntuado automáticamente como “Sí” ya que todas las pezuñas para este animal tenían previamente vesículas en las cuatro pezuñas  Todos los animales en T01 (control negativo) exhibieron vesículas en las pezuñas desde el día 24. Los días 28 y 31, se encontró que todas las pezuñas en 5 todos los animales T01 tenían vesículas. Por el contrario se observó protección completa (es decir, ausencia de vesículas en las pezuñas) para cada grupo a excepción de T03 (dosis de 2 µg del virus de la fiebre aftosa precipitados con PEG), en donde un animal (R14-77) recibió la puntuación de 1 los días 24, 28 y 31. Los efectos de las composiciones inmunogénicas analizadas sobre la infección persistente se 10 ilustran en las Tablas 5 y 6. La persistencia se definió como la presencia de virus infecciosos o ARN viral en el fluido esofágico – faríngeo (obtenido usando una copa “Probang”) 28 días después de la exposición (día 49 después de la vacunación, como 
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se muestra en las tablas 5 y 6).  En la Tabla 5 se muestran los resultados de la rRT-PCR cuantitativa para animales individuales y las medias de mínimos cuadrados retrotransformadas por grupo de tratamiento del número de copias del ARN del virus de la fiebre aftosa por mol de las muestras de  probang.  En la Tabla 6, los resultados de los ensayos de aislamiento del virus de las muestras probang se notificaron como 5 positivos o negativos.  Los valores inferiores a 1,87 en la tabla 5 se puntuaron como “negativos” debido al límite de detección del ensayo.  Tabla 5 – rRT-PCR Probang - Listado de animales individuales y medias por mínimos cuadrados retrotransformadas por grupo de tratamiento 10  Día 38 Día 42 Día 49 Día 52 Número de tratamiento Animal Resultado del ensayo Resultado del ensayo Resultado del ensayo Resultado del ensayo T01 R14-84 4,29 4,72 <1,87 3,83 T01 R14-85 4,26 6,01 5,14 4,7 T01 R14-86 <1,87 3,62 <1,87 <1,87 T01 R14-87 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 Media del grupo 1,999 3,130 1,432 1,992  T02 R14-72 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T02 R14-73 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T02 R14-74 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T02 R14-75 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 Media del grupo 0,935 0,935 0,935 0,935  T03 R14-76 4,98 4,68 <1,87 <1,87 T03 R14-77 5,52 3,43 <1,87 <1,87 T03 R14-78 <1,87 4,35 <1,87 5,3 T03 R14-79 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 Media del grupo 2,214 2,843 0,935 1,443  T04 R14-80 <1,87 <1,87 4,88 4,59 T04 R14-81 5,08 4,01 3,98 4,65 T04 R14-82 <1,87 4,47 6,12 4,32 T04 R14-83 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 Media del grupo 1,427 1,990 3,247 3,047  T05 R14-60 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T05 R14-61 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T05 R14-62 4,75 <1,87 <1,87 <1,87 T05 R14-63 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 Media del grupo 1,404 0,935 0,935 0,935  T06 R14-64 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T06 R14-65 4,10 4,11 <1,87 3,39 
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 Día 38 Día 42 Día 49 Día 52 Número de tratamiento Animal Resultado del ensayo Resultado del ensayo Resultado del ensayo Resultado del ensayo T06 R14-66 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T06 R14-67 4,14 5,08 5,18 4,82 Media del grupo 1,963 2,067 1,434 1,944  T07 R14-68 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T07 R14-69 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T07 R14-70 <1,87 <1,87 <1,87 <1,87 T07 R14-71 5,34 5,46 4,49 3,7 Media del grupo 1,445 1,453 1,384 1,319  Tabla 6 – Aislamiento del virus en la muestra Probang – listado de animales individuales  Día del estudio  38 42 49 52 Tratamiento Animal  T01 R14-84 Pos Pos Pos Pos  R14-85 Pos Pos Pos Pos  R14-86 Neg Neg Neg Neg  R14-87 Neg Neg Neg Neg  T02 R14-72 Neg Neg Neg Neg  R14-73 Neg Neg Neg Neg  R14-74 Neg Pos Neg Neg  R14-75 Neg Neg Neg Neg  T03 R14-76 Pos Pos Neg Pos  R14-77 Pos Pos Neg Neg  R14-78 Pos Pos Pos Pos  R14-79 Neg Neg Neg Neg  T04 R14-80 Pos Neg Pos Pos  R14-81 Pos Pos Pos Pos  R14-82 Pos Pos Pos Pos  R14-83 Pos Pos Pos Pos  T05 R14-60 Neg Neg Neg Neg  R14-61 Neg Neg Neg Neg  R14-62 Neg Neg Neg Neg  R14-63 Neg Neg Neg Neg  T06 R14-64 Neg Neg Neg Neg  R14-65 Pos Pos Pos Pos  R14-66 Neg Neg Neg Neg  R14-67 Pos Pos Pos Pos  T07 R14-68 Neg Neg Neg Neg  R14-69 Neg Neg Neg Neg  R14-70 Neg Neg Neg Neg  R14-71 Pos Pos Pos Pos  
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Para el grupo 1 (control salino), tres animales fueron positivos al menos una vez para el virus de la fiebre aftosa mediante rRT-PCR y dos animales fueron siempre positivos para el aislamiento del virus.   En el grupo T02, no se encontró nunca que ningún animal fuera portador del virus de la fiebre aftosa mediante rRT-PCR, pero se observó que un animal (R14-74) 5 era positivo mediante el ensayo del aislamiento del virus en un único pinto de tiempo solo (Día 42:  día 21 tras la exposición) pero negativo después (días 49 y 52, indicativo de la ausencia de infección persistente.  Los otros animales en T02 no portaban el virus de la fiebre aftosa detectable mediante rRT-PCR o mediante ensayo de aislamiento del virus el día 38 y después.   10 En el grupo T03, un animal (R14-79) estaba completamente protegido frente a la infección por el virus de la fiebre aftosa, dos animales demostraron la presencia del virus de la fiebre aftosa (mediante rRT-PCR o mediante ensayo de aislamiento viral) tres o cuatro de los días de ensayo y un animal (R14-77) demostró presencia del virus de la fiebre aftosa mediante ambos ensayos los días 38 y 42, pero no después.   15 En el grupo T04, los cuatro animales exhibieron persistencia del virus de la fiebre aftosa mediante uno o ambos ensayos hasta el día 52.   En el grupo T05, un animal (R14-62) demostró la presencia del virus únicamente el día 38 mediante rRT-PCR pero no mediante aislamiento del virus y el virus no se detectó después mediante ninguno de los ensayos.  El virus de la fiebre 20 aftosa no se detectó ni mediante rRT-PCR ni mediante el ensayo de aislamiento viral en ningún momento para los otros tres animales en el grupo T05.   En el grupo T06, dos animales estaban protegidos completamente de la persistencia, mientras que los otros dos fueron positivos en la rRT-PCR o el ensayo de aislamiento viral en cada punto de tiempo examinado. 25 En el grupo T07, tres de cuatro animales estaban protegidos completamente mientras que un animal (R14-71) dio positivo en la rRT-PCR y en el aislamiento del virus en cada punto de tiempo.   La Tabla 7 resume los resultados de los experimentos de persistencia.  Se consideró a los animales no persistentes si ni con el ensayo rRT-PCR ni con el ensayo 30 de aislamiento viral se detectó el virus de la fiebre aftosa el día 49 (28 días después de la exposición) y el día 52 (31 días después de la exposición). 
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Tabla 7 Frecuencia de persistencia y no persistencia Tratamiento % Persistente % No persistente T01 (solución salina) 50 50 T02 (virus de la fiebre aftosa PEG ppt – 8 µg) 0 100 T02 (virus de la fiebre aftosa PEG ppt – 2 µg)  50 50 T02 (virus de la fiebre aftosa PEG ppt – 0,5 µg) 100 0 T05 (virus de la fiebre aftosa en fibra hueca- 8 µg) 0 100 T05 (virus de la fiebre aftosa en fibra hueca- 2 µg) 50 50 T05 (virus de la fiebre aftosa en fibra hueca- 0,5 µg) 25 75  Solo dos de los ocho animales a los que se administraron 8 µg de antígeno (grupos T02 and T05) no exhibieron nunca presencia de virus y solo fue por un día (uno cada uno los días 37 y 42). Los otros animales en estos grupos estaban 5 completamente protegidos. Considerando que la presencia del virus no se detectó los días 28 ni 31 después de la invención, ninguno de los animales a los que se administraron 8 µg de antígeno se consideró infectado de forma persistente.  Cinco de ocho animales a los que se administraron 2 µg de antígeno (grupos T03 y T06) exhibieron persistencia viral.  Cuatro de ocho animales a los que se administraron 0,5  10 µg de antígeno (grupos T04 y T07) exhibieron persistencia.   En conjunto, estos resultados indican protección frente a la persistencia viral del virus de la fiebre aftosa en los animales a los que se administraron 8 µg de antígeno y también parece que la purificación del antígeno mediante filtración en fibra hueca es ventajosa en comparación con la precipitación en PEG.  La principal 15 diferencia entre las dos formulaciones antigénicas es la presencia de proteínas no estructurales además de las estructurales en la formulación de filtración en fibra hueca.  Por lo tanto, sin desear quedar ligado a teoría alguna, parece que la calidad de la respuesta inmunitaria provocada por las vacunas en las que el antígeno contiene proteínas tanto estructurales como no estructurales, y en particular la proteína 3D, es 20 más eficaz en la prevención de la persistencia del virus de la fiebre aftosa, como se ilustra en la Tabla 8.  Tabla 8.  Efecto del procedimiento de preparación de antígenos sobre la respuesta inmunitaria. 25 Tratamiento % Persistente % No persistente T01 (solución salina) 50 % (2 de 4) 50 % (2 de 4) Prep. A (fibra hueca, grupos T05-T07 combinados) 25% (3 de 12) 75 % (9 de 12) Prep. B (precipitación en PEG, grupos T02-T04 combinados) 50 % (6 de 12) 50 % (6 de 12)  Todas las publicaciones citadas en la presente memoria descriptiva, ya sean 
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publicaciones de patente como publicaciones que no son patentes, son indicativas del nivel de cualificación de las personas del oficio de nivel medio a la que pertenece la presente invención. Todas estas publicaciones se incorporan completamente en el presente documento por referencia en la misma medida que si cada publicación individual estuviera indicada específica e individualmente como incorporada por 5 referencia.  Aunque la presente invención se ha descrito con referencia a realizaciones particulares, debe entenderse que estas realizaciones son meramente ilustrativas de los principios y aplicaciones de la presente invención. Por lo tanto, debe entenderse que se pueden realizar numerosas modificaciones en las realizaciones ilustrativas y 10 que se pueden concebir otras organizaciones sin apartarse del espíritu y alcance de la presente invención como se define en las siguientes reivindicaciones. 


