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DESCRIPCION
Vacunas de inmersion en subunidades para peces
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de las vacunas de inmersién en subunidades para proteger a los peces de
enfermedades causadas por patdgenos infecciosos. En particular, la invencién se refiere al campo de las vacunas de
inmersion que comprenden antigenos recombinantes para proteger a los peces de enfermedades causadas por
Flavobacteriaceae.

Antecedentes de la invencion

El cultivo industrial de peces a través de acuicultura se esta expandiendo espectacularmente. Las enfermedades
infecciosas causadas por agentes patdégenos constituyen un problema importante que los establecimientos acuaticos
industriales deben superar. Para prevenir la aparicion de estas enfermedades infecciosas, la estrategia recurrente es
la aplicacién de vacunas. Casi todas las vacunas actualmente en uso en acuicultura corresponden a cultivos vivos
atenuados o inactivados del mismo organismo patégeno que produce la enfermedad. Las vacunas recombinantes
estan creciendo cada vez mas en el ambito de los laboratorios de investigacion, pero la aplicacién de campo sigue
siendo casi exclusivamente a través de técnicas de inyeccion.

Existen dos formas de vacunar a los peces: las vacunas se pueden aplicar por inyeccion o por inmersion. En la
actualidad, uno de los mayores problemas en la acuicultura es que las vacunas inyectables son dificiles y costosas
de administrar, y generalmente no se pueden usar en crias de menos de 15-20 gramos debido al riesgo de producir
adherencias intraperitoneales y a la produccion de alta dispersién en los tamafios de los peces en la recoleccion.
Ademas, el uso de vacunas inyectables causa estrés en los peces, alto coste de mano de obra y riesgo de
accidentes por inyecciones involuntarias a los usuarios.

A pesar de las ventajas potenciales de las vacunas de inmersion, han sido las vacunas inyectables las que han
tenido un mayor desarrollo en la acuicultura comercial. La inyeccién intraperitoneal de peces es actualmente el
método més comun para administrar vacunas, principalmente debido a su alta eficacia y dosificacion meticulosa que
garantiza niveles plasmaticos adecuados. Las vacunas de inmersion actuales a menudo se caracterizan por su
absorcion ineficaz a través de la piel del pez y pueden adolecer de una menor inmunogenicidad. Como resultado,
generalmente se requieren composiciones altamente inmunogénicas tales como patdégenos vivos atenuados o
inactivados.

Flavobacterium psychrophilum es un patégeno bacteriano gram-negativo de peces que causa la enfermedad
bacteriana del agua fria (“CWD en inglés”) y se considera un patégeno importante que afecta a la acuicultura de
salmoénidos debido a su amplia distribucion e impacto econémico. En los Estados Unidos, se estima que las pérdidas
anuales causadas por la CWD solo en el noroeste del Pacifico son aproximadamente 9,6 y 4 millones de ddlares
para la acuicultura comercial de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss Walbaum) y la acuicultura de conservacién de
especies de salmoénidos, respectivamente.

Flavobacterium columnare es una bacteria acuatica que es altamente infecciosa para especies de peces tanto de
aguas calidas como frias. En el bagre de canal (Ictalurus punctatus), es el agente causante de la enfermedad de
columnaris. Flavobacterium columnare es un patégeno Gram negativo, en forma de bastén, que se ha aislado del
bagre de canal en areas del sureste de los Estados Unidos donde se cultiva esta especie. La enfermedad también
afecta a los peces deportivos (es decir, lucioperca y lubina) y los peces de acuario. La alimentacion medicada
(antibiodticos) se utiliza actualmente para tratar de controlar esta infeccion bacteriana. Sin embargo, estos
tratamientos tienen una eficacia limitada y la mayoria de los productores han abandonado el uso de alimentos
medicados. La prevencion de la enfermedad de columnaris mediante la vacunacién es un objetivo importante y una
de las principales prioridades de los productores de bagre y otros peces en todo el mundo. Los ahorros estimados
para estas industrias superarian los 100 millones de délares anuales.

Las opciones de tratamiento para Flavobacterium son limitadas e incluyen la reduccion de las concentraciones de
patégenos, la eliminaciéon de la propagacion del patégeno y el uso de antibidticos. Sin embargo, la eficacia del
tratamiento generalmente es desigual y existen riesgos potenciales de desarrollar cepas resistentes a los
antibiéticos. Por lo tanto, se desea una vacuna para prevenir la infeccion.

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (“IPNV en inglés”) es el agente causal de una enfermedad altamente
contagiosa y destructiva para la trucha arco iris y la trucha Brook y el salmén del Atlantico. Las cepas altamente
virulentas de IPNV pueden causar mas de 90% de mortalidad en las reservas de criaderos de menos de cuatro
meses.

Los sobrevivientes de infeccidon pueden permanecer como portadores asintomaticos de por vida y servir como
reservorios de infeccion, diseminando el virus en sus heces y productos reproductivos. Por lo tanto, el IPNV es un
patégeno de gran importancia econémica para la industria acuicola.
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El IPNV es el prototipo de la familia del virus Birnaviridae. El IPNV contiene un genoma de ARNdh bisegmentado,
que esta rodeado por una cépside icosaédrica de una sola capa. El mayor de los dos segmentos del genoma, el
segmento A (3097 bases), codifica una poliproteina precursora de 106 kDa que es procesada para producir
proteinas estructurales virales maduras VP2 y VP3, y VP4 (también denominada NS) una proteina no estructural
(Duncan et al. al. 1987). VP2 ha sido identificada como el principal antigeno protector del anfitrién del IPNV.

Una vacuna ideal para el IPNV debe inducir proteccién a una edad temprana, prevenir la formacion de portadores y
debe ser eficaz contra una gran cantidad de subtipos de IPNV. Se ha encontrado que las vacunas inactivadas de
IPNV son eficaces mediante la inoculacion intraperitoneal de IPNV (descrita en los documentos US2003072772 y
US8168201); sin embargo, no son eficaces y dan como resultado una dosificacién adicional a través de inyeccion. El
documento US8168201 describe composiciones antigénicas que comprenden antigenos particulares como vacunas
de subunidades en las que las vacunas pueden comprender adicionalmente epitopos de células T promiscuos
adicionales.

Tenacibaculum maritimum (antes, Cytophaga marina, Flexibacter marinus y F. maritimus) es el agente causante de
la flexibacteriosis en peces marinos y pertenece a la familia de bacterias Flavobacteriaceae (Wakabayashi et al.,
1986; Bernardet y Grimont, 1989; Sukui et al, 2001). La flexibacteriosis marina estd ampliamente distribuida en
peces cultivados y salvajes en Europa, Jap6n, Norteamérica y Australia (Mc Vicar y White, 1979, 1982). Entre los
peces cultivados, se ha informado sobre la enfermedad en rodaballo, lenguado, dorada, lubina, dorada roja, dorada
negra (Acanthopagrus schlegeli), platija y salmonidos.

Aunque tanto los adultos como los juveniles pueden verse afectados por la flexibacteriosis marina, los peces mas
jovenes sufren una forma mas grave de la enfermedad. Se ha informado sobre una mayor prevalencia y gravedad de
la enfermedad a temperaturas mas altas. Ademas de la temperatura del agua, la enfermedad esta influenciada por
una multiplicidad de factores ambientales (estrés) y relacionados con el anfitrién (estado de la superficie de la piel).
En general, los peces afectados tienen una boca erosionada y hemorragica, lesiones cutaneas ulcerosas, aletas
deshilachadas y pudricion de la cola. También se puede establecer una enfermedad sistémica que implica diferentes
organos internos. La pérdida de la superficie epitelial de los peces, tipica de esta enfermedad, también es un portal
de entrada para otros patdégenos bacterianos o parasitarios.

Para que sea comercialmente util, una vacuna para peces debe ser capaz de conferir inmunidad protectora contra
un patdégeno cuando la vacuna se administra por métodos practicos, tales como sumergir el pez en agua que
contiene la vacuna. Los protocolos de vacunacién que requieren manejo individual de peces, tales como mediante
inyeccion, no son practicos para muchas operaciones comerciales de acuicultura.

La Publicacién de Patente de Estados Unidos 2008/0317781 de Cain et al. establece que "se ha intentado la
inmunizacion con bacterias muertas con F. psychrophilum, y la proteccién obtenida por inmersiéon o por inyeccion
con las bacterias muertas ha sido minima". En consecuencia, Cain et al. produjeron un nuevo procedimiento de
atenuacion en vivo para F. psychrophilum que supuestamente produjo una inmunizacion eficaz a través de técnicas
de inmersion.

Shoemaker et al. (Fish and Shellfish Immunology 30: 304-308, 2011) se refieren a una vacuna de Flavobacterium
columnare vivo modificado utilizada en bagre de canal.

Sin embargo, hasta la fecha, no existen vacunas comerciales de inmersion eficaces basadas en antigenos de
subunidades, particularmente con antigenos recombinantes. En vista de los problemas planteados por Cain et al.
referentes a la dificultad de producir vacunas de inmersion inmunogénicas con bacterias muertas, las vacunas de
inmersion de subunidades presumiblemente afrontarian desafios ain mayores. En este contexto, los solicitantes
abordaron la dificil tarea de desarrollar una vacuna de inmersion en subunidades.

Compendio de la invencion

Sorprendentemente, los solicitantes han descubierto que los antigenos de las subunidades pueden de hecho
utilizarse en vacunas de inmersién para proteger a los peces contra infecciones bacterianas y virales. Por
consiguiente, la presente invencion proporciona una vacuna de inmersion para inmunizar a un pez contra infecciones
por Flavobacteriaceae que comprenden al menos un antigeno aislado que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7. Mas concretamente, el antigeno es un antigeno recombinante.

En otra realizacion, la composicion comprende adicionalmente al menos un segundo antigeno aislado diferente.

En otra realizacion, la vacuna consiste en antigenos recombinantes. En otra realizacion, la vacuna no contiene
patégenos vivos atenuados o inactivados.

Otra realizacion de la invencion proporciona al menos un agente adicional. Mas particularmente, el al menos un
agente adicional es una bacterina o un virus vivo atenuado o inactivado. En otra realizacion, al menos un agente
adicional es un coadyuvante. En otra realizacién, el agente adicional se selecciona del grupo que consiste en
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida,
Renibacterium salmoninarum, virus de la necrosis hemopoyética infecciosa (“IHNV en inglés”), virus de la anemia
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infecciosa del salmén (“ISAV en inglés”), virus de la enfermedad del pancreas (“PDV en inglés”) en particular,
alfavirus del salmén (“SAV en inglés”), virus de la viruela del salmén y virus de la septicemia hemorragica viral
(“VHSV en inglés”).

Otra realizacién proporciona una vacuna segun la invenciéon para su uso en la inmunizacién de un pez contra una
infeccion por Flavobacteriaceae, en donde la inmunizacién comprende sumergir el pez en la vacuna.

Las realizaciones, caracteristicas y ventajas de la invencidn seran evidentes a partir de la descripcién detallada y las
reivindicaciones adjuntas que se exponen a continuacion en la presente memoria. Se entiende que cada una de las
realizaciones anteriores y siguientes se puede combinar en una sola realizacion.

Breve descripcion de la lista de secuencias
SEQ ID NO: 1 Es la secuencia de nucleétidos que codifica la Proteina Similar a Histona (HLP) de T. maritimum.

SEQ ID NO: 2 Es la secuencia de aminodacidos para la Proteina Similar a Histona (HLP) de T. maritimum codificada
en SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos se puede fusionar con un epitopo de células T para mejorar la
inmunogenicidad.

SEQ ID NO: 3 Es la secuencia de nucleotidos que codifica la Proteina Similar a Histona (HLP) de F. columnare.

SEQ ID NO: 4 Es la secuencia de aminodacidos para la Proteina Similar a Histona (HLP) de F. columnare codificada
en SEQ ID NO: 3. La secuencia de aminodcidos se puede fusionar con un epitopo de células T para mejorar la
inmunogenicidad.

SEQ ID NO: 5 Es la secuencia de nucleétidos que codifica la Proteina Similar a Histona (HLP) de F. psychrophilum.

SEQ ID NO: 6 Es la secuencia de aminoacidos para la Proteina Similar a Histona (HLP) de F. psychrophilum
codificada en SEQ ID NO: 5. La secuencia de aminoacidos se puede fusionar con un epitopo de células T para
mejorar la inmunogenicidad.

SEQ ID NO: 7 Es la secuencia de aminoacidos del antigeno CM8 de F. psychrophilum recombinante. El extremo N-
terminal que guia el péptido C esta seguido del epitopo de sarampién (M) y el extremo carboxi de la secuencia es la
proteina de F. psychrophilum.

SEQ ID NO: 8 Es la proteina expresada en el casete de expresién CTMVP2c que consiste en (secuencia amino-
carboxi) la proteina C N-terminal, el epitopo de la proteina de Fusion del Virus del Sarampién inmunoestimulador y el
epitopo de la proteina de la toxina del tétanos y el fragmento de secuencia VP2 utilizado en los Ejemplos descritos
en la presente memoria.

SEQ ID NO: 9 Es la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion rHLP-/VP2 de rIPNV utilizada en los
ejemplos descritos en la presente memoria.

Descripcion detallada de la invencion

Las siguientes definiciones se aplican a esta descripcion. Reemplazan cualquier definicion contradictoria contenida
en cada referencia individual. Las palabras no definidas tienen el significado cominmente utilizado por un experto en
la técnica.

"Alrededor de" o "aproximadamente", cuando se utiliza con relacion a una variable numérica medible, se refiere al
valor indicado de la variable y a todos los valores de la variable que estan dentro del error experimental del valor
indicado (p. €j., dentro del intervalo de confianza de 95% para la media), o dentro de 10%> del valor indicado, el que
sea mayor. Si se utiliza "alrededor de" en referencia a intervalos de tiempo en semanas, "alrededor de 3 semanas"
es de 17 a 25 dias, y "alrededor de 2 a alrededor de 4 semanas" es de 10 a 40 dias.

"Coadyuvante", como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cualquier sustancia que sirve como un
estimulador no especifico de la respuesta inmunitaria. Véase a continuacion una descripcion adicional de los
coadyuvantes.

"Aminoacido", como se emplea en la presente memoria, se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, asi como a
analogos de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos naturales.
Los aminoacidos naturales son aquellos codificados por el cédigo genético, asi como aquellos aminoacidos que se
modifican con posterioridad, por ejemplo, hidroxiprolina, carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los estereoisémeros (p.
ej., D-aminoacidos) de los veinte aminoacidos convencionales, los aminoacidos no naturales tales como los
aminoacidos a y a-disustituidos, los N-alquil aminoacidos y otros aminoacidos no convencionales, también pueden
ser componentes adecuados para los polipéptidos de presente invencion. Los ejemplos de aminoacidos no
convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, €-N,N,N-trimetil lisina, €-N-acetil lisina, O-fosfoserina,
N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros aminoacidos e
iminodcidos similares. Se puede hacer referencia a los aminoacidos en la presente memoria por sus simbolos de
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tres letras cominmente conocidos o por sus simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura
Bioquimica IUPAC-IUB. “Anticuerpo”, como se emplea en la presente memoria, es cualquier polipéptido que
comprende un sitio de unién a antigeno independientemente de la fuente, método de produccién u otras
caracteristicas. Se refiere a una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de la misma que se une
especificamente a un antigeno como resultado de una respuesta inmunitaria a ese antigeno. Las inmunoglobulinas
son proteinas séricas compuestas de cadenas de polipéptidos '"ligeras" y "pesadas" que tienen regiones
"constantes” y "variables" y se dividen en clases (p. €j., IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM) en funcién de la composicion de las
regiones constante. En mamiferos y aves, los isotipos de inmunoglobulina M (IgM), IgG e IgY tienen un papel
predominante en las respuestas sistémicas, mientras que IgA es el participante clave en las superficies mucosas.
Los peces teledsteos son los vertebrados 6seos mas primitivos que contienen inmunoglobulinas y, a diferencia de
los mamiferos y las aves, la IgM sérica en la mayoria de los teledsteos se expresa como un tetrdmero, aunque se
han descrito monémeros de IgM. Ademas, los teledsteos carecen de IgA o un equivalente funcional de IgA, aunque
investigaciones recientes han afadido dos nuevas moléculas de inmunoglobulina, IgD e IgT/IgZ, y se ha informado
de que la IgT es una inmunoglobulina especializada en inmunidad de la mucosa intestinal. Un anticuerpo que es
"especifico" para un antigeno dado indica que las regiones variables del anticuerpo reconocen y se unen a un
antigeno especifico exclusivamente. El término incluye, pero no se limita a: un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo monoespecifico, un anticuerpo poliespecifico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
tetramérico, un anticuerpo tetravalente, un anticuerpo multiespecifico, un anticuerpo de cadena sencilla, un
anticuerpo especifico de dominio, un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo con dominio suprimido, una
proteina de fusion, una proteina de fusion ScFc, un anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo quimérico, anticuerpo
sintético, anticuerpo recombinante, anticuerpo hibrido, anticuerpo mutado y anticuerpos injertados con CDR. Los
anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas intactas derivadas de fuentes naturales o de fuentes recombinantes, o
pueden ser porciones inmunorreactivas de inmunoglobulinas intactas. Un "anticuerpo” se puede convertir en una
proteina de unién a antigeno, que incluye pero no se limita a fragmentos de anticuerpos que incluyen pero no se
limitan a: Fab, F(ab')2, un fragmento Fab', un fragmento Fv, un fragmento Fv de cadena sencilla (ScFv), un
fragmento Fd, un fragmento dAb, diacuerpos, un péptido CDR3, un péptido FR3-CDR3-FR4 restringido, un
nanocuerpo, un nanocuerpo bivalente, un producto inmunofarmacéutico modular pequefo (SMIP), y un
minianticuerpo y cualquiera de los fragmentos mencionados anteriormente y sus contrapartes manipuladas quimica
0 genéticamente, asi como otros fragmentos de anticuerpos que conservan la funcién de unién al antigeno.
Tipicamente, tales fragmentos comprenderian un dominio de unién a antigeno. Como reconoceran los expertos en la
técnica, cualquiera de tales moléculas puede ser modificada (por ejemplo, "sometida a mutacién inversa de
anticuerpo a la secuencia de la linea germinal") para disminuir su inmunogenicidad, aumentar su afinidad, alterar su
especificidad o para otros fines.

"Antigeno" o "inmundgeno", como se emplean en la presente memoria, se refieren a una molécula que contiene uno
0 mas epitopos (lineal, conformacional o ambos) que al exponerse a un sujeto inducird una respuesta inmunitaria
que es especifica para ese antigeno. Un epitopo es el sitio especifico del antigeno que se une a un receptor de
células T o un anticuerpo especifico, y tipicamente comprende aproximadamente 3 residuos de aminodcido a
aproximadamente 20 residuos de aminoacido. El término antigeno se refiere a antigenos de subunidades, antigenos
separados y discretos de un organismo completo con el que el antigeno esta asociado en la naturaleza, asi como
bacterias, virus, hongos, parasitos u otros microbios muertos, atenuados o inactivados. El término antigeno también
se refiere a anticuerpos, tales como anticuerpos anti-idiotipo o fragmentos de los mismos, y a mimotopos de péptidos
sintéticos que pueden imitar un antigeno o determinante antigénico (epitopo). El término antigeno también se refiere
a un oligonucleétido o polinucleétido que expresan un antigeno o determinante antigénico in vivo, tal como en
aplicaciones de inmunizacion de ADN.

"Antigenicidad", como se emplea en la presente memoria, se refiere a la capacidad de una proteina o polipéptido
para unirse inmunoespecificamente a un anticuerpo producido contra la proteina o polipéptido.

"Tampoén" significa un sistema quimico que previene el cambio en la concentracion de otra sustancia quimica. Los
sistemas donadores y aceptores de protones sirven como tampones, evitando cambios marcados en la
concentracién de iones de hidrégeno (pH). Otro ejemplo de un tampdn es una solucién que contiene una mezcla de
un acido débil y su sal (base conjugada), o una base débil y su sal (acido conjugado).

Los términos "linea celular" o "célula anfitriona", como se emplean en la presente memoria, significan una célula
procariota o eucariota en la que un virus puede replicarse o mantenerse.

El término "cultivo", como se emplea en la presente memoria, significa una poblacion de células o microorganismos
que crecen en ausencia de otras especies 0 tipos.

"Dosis" se refiere a una vacuna o composicion inmunogénica administrada a un sujeto. Una "primera dosis" o "dosis
de cebado" se refiere a la dosis de dicha composicion administrada el dia 0. Una "segunda dosis" o una "tercera
dosis" o una "dosis anual" se refieren a una cantidad de dicha composicién administrada después de la primera
dosis, que puede ser, pero no se requiere que sea la misma vacuna o composicién inmunogénica que la primera
dosis.
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Un "epitopo" es el sitio especifico del antigeno que se une a un receptor de células T o un anticuerpo especifico, y
tipicamente comprende de aproximadamente 3 residuos de aminoacido a aproximadamente 20 residuos de
aminodcido.

Excipiente, como se emplea en la presente memoria, se refiere a un componente portador no reactivo de una
vacuna o composicién inmunogénica que no es un antigeno. Los excipientes preferidos son aquellos conocidos en la
técnica para las vacunas de inmersion.

El término "pez" se refiere a peces tanto de aguas frias como calidas que se pueden tratar mediante las
composiciones de vacuna de la presente invencion. Los peces que se pueden tratar mediante el método de la
invencion incluyen cualquier pez que sea susceptible de infeccién y enfermedad causadas por el organismo o
patégeno concretos. El pez puede ser un pez marino o de agua salada. Los ejemplos de peces adecuados para el
método de la invencién incluyen salménidos (Oncorhynchus sp. y Salmo sp.), anguilas americanas, europeas y
japonesas (Anguilla sp.), tilapia (Oreochromis sp.), lubina blanca y lubina americana (Morone chrysops y M.
saxatilis), platijas (Seriola sp.), besugo (Spams sp.), perca marina (Lates calcarifer), mero estuarino (Epinephelus
tawine), lucioperca (Stitzostedion vitreum), bagre de canal (/ctalurus punctutus), centraquidos (tales como la perca
americana, Micropterus salmoides), siluros marrones (Nebulosus sp.), piscardo de cabeza gorda (Pimephales
promelas), carpitas doradas (Notemigonus crysoleucas), carpa (Cyprinus carpio), todas las especies de atun,
especies de peces de acuario, tales como Molly negros (Poecilia sphenops), platy (Xiphosphorus maculatus),
lamprea marina (Pefromyzon marinus), tenca (Tinea tinea), carpa cruciana (Carassius carassius), peces de colores
(Carassius auratus), pez ayu (Plecoglossus altivelis), piscardo de agua dulce (Zacco platypus), asi como la perca
(Perca fluviatilis), rutilo (Rutilus rutilus) y cherna (Serranidae sp.). En una realizacion preferida, los peces se utilizan
en acuicultura.

"Fragmento" se refiere a una porcién truncada de una proteina o gen. "Fragmento funcional" y "fragmento
biol6gicamente activo" se refieren a un fragmento que conserva las propiedades bioldgicas de la proteina o gen
completos.

"Homologia" o "porcentaje de homologia" se refieren al porcentaje de nucleétidos o residuos de aminoacido en la
secuencia candidata que son idénticos o similares a los residuos en la secuencia o secuencias de comparacion
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje maximo de
homologia de secuencia, y también considerando cualquier sustitucién conservativa como parte de la homologia de
secuencia. En un aspecto preferido, los polinucleétidos o secuencias de aminoacidos proporcionados en la presente
memoria tienen mas de aproximadamente 60% de homologia de secuencia, mas de aproximadamente 70% de
homologia de secuencia, mas de aproximadamente 80% de homologia de secuencia, mas de aproximadamente
90% de homologia de secuencia, mas de aproximadamente 95% de homologia de secuencia, mas de
aproximadamente 96% de homologia de secuencia, mas de aproximadamente 97% de homologia de secuencia,
mas de aproximadamente 98% de homologia de secuencia, o0 mas de aproximadamente 99% de homologia de
secuencia.

"Identidad" o "porcentaje de identidad" se refieren al porcentaje de nucledtidos o aminoacidos en la secuencia
candidata que son idénticos a los residuos en la secuencia de comparacion después de alinear ambas secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar
ninguna sustitucién conservativa como parte de la identidad de secuencia. En un aspecto preferido, los
polinucleétidos o las secuencias de aminoacidos proporcionadas en la presente memoria tienen, para la secuencia
de referencia (p. ej., SEQ ID NO: 2, 4 o 6) mas de aproximadamente 60% de identidad de secuencia, mas de
aproximadamente 70% de identidad de secuencia, mas de aproximadamente 80% de identidad de secuencia, mas
de aproximadamente 90% de identidad de secuencia, mas de aproximadamente 95% de identidad de secuencia,
mas de aproximadamente 96% de identidad de secuencia, mas de aproximadamente 97% de identidad de
secuencia, mas de aproximadamente 98% de identidad de secuencia, 0 mas de aproximadamente 99% de identidad
de secuencia.

La "vacuna de inmersion" se refiere a una solucidon o una premezcla para una solucién que rodea, abarca o recubre
la superficie de un pez y da como resultado la vacunacién contra un patégeno concreto. Las vacunas de inmersion
incluyen las vacunas de inmersion en bario corto, donde los peces se sumergen brevemente en una solucién, y las
vacunas de inmersioén en bafio prolongado, donde los peces se sumergen en la solucion durante un periodo de
tiempo, tal como horas o incluso dias.

"Respuesta inmunitaria”, como se emplea en la presente memoria, en un sujeto se refiere al desarrollo de una
respuesta inmunitaria humoral, una respuesta inmunitaria celular o una respuesta inmunitaria humoral y celular a un
antigeno. Una "respuesta inmunitaria humoral" se refiere a aquella que estd mediada al menos en parte por
anticuerpos. Una "respuesta inmunitaria celular" es aquella mediada por linfocitos T u otros glébulos blancos o
ambos, e incluye la produccién de citocinas, quimiocinas y moléculas similares producidas por células T activadas,
glébulos blancos o ambos. Las respuestas inmunitarias se pueden determinar utilizando inmunoensayos
convencionales y ensayos de neutralizacion, que son conocidos en la técnica.

La "inmunogenicidad”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a la capacidad de una proteina o
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polipéptido para provocar una respuesta inmunitaria dirigida contra una bacteria o virus que causa la enfermedad
identificada.

Una "composicion inmunogénica" es una preparacion que contiene un inmundgeno, que incluye, por ejemplo, una
proteina, un péptido, una célula completa, un virus inactivado, subunitario o atenuado, o un polisacarido, o una
combinacion de los mismos, administrada para estimular el sistema inmunitario humoral y celular del receptor contra
uno o mas de los antigenos presentes en la composicién inmunogénica.

La "inmunizacion" es el procedimiento de administracion de una composiciéon inmunogénica y estimulacion de una
respuesta inmunitaria o inmunogénica contra un antigeno en un anfitrion. Los anfitriones preferidos son los peces,
tales como los peces utilizados en acuicultura. Preferiblemente, la composicion inmunogénica es una vacuna.

La "cantidad inmunoldgicamente protectora”, como se emplea en la presente memoria, es una cantidad de un
antigeno eficaz para inducir una respuesta inmunogénica en el receptor que es adecuada para prevenir o mejorar los
signos o sintomas de la enfermedad, incluidos los efectos adversos para la salud o sus complicaciones. Se puede
inducir inmunidad humoral o inmunidad mediada por células o ambas. La respuesta inmunogénica de un animal a
una composiciéon se puede evaluar, p. €j., indirectamente a través de la medicién de titulos de anticuerpos, ensayos
de proliferacion de linfocitos, o directamente a través del seguimiento de los signos y sintomas después de la
sensibilizacion con la cepa de tipo salvaje. La inmunidad protectora conferida por una composiciéon o vacuna se
puede evaluar midiendo, p. €j., la reduccién de la propagacion de los organismos de sensibilizacién, la reduccion de
signos clinicos tales como mortalidad, morbilidad, temperatura y condicién fisica general, salud y rendimiento del
sujeto. La respuesta inmunitaria puede comprender, sin limitacién, la induccién de inmunidad celular y/o humoral. La
cantidad de una composicién o vacuna que es terapéuticamente eficaz puede variar, dependiendo del organismo
concreto utilizado, o el estado del animal que esta siendo tratado o vacunado, y puede ser determinada por un
veterinario.

El término "aislada" se refiere a una sustancia que esta en forma sustancialmente pura, por ejemplo, mayor que
aproximadamente 95% de pureza; o purificado, enriquecido o eliminado de alguna manera de su entorno natural. La
referencia a "aislado" indica un agente, tal como una proteina que se elimina de su entorno natural, tal como de un
animal/pez anfitrién, en un medio de crecimiento, producido de forma recombinante o purificado a partir de una
preparacion bacteriana de células completas y posteriormente puede ser afiadido de nuevo a una composicion que
comprende otros agentes activos o antigenos. El término "aislado" abarca inmundgenos que estan en solucién con
otros agentes/diluyentes/excipientes/coadyuvantes/proteinas. Preferiblemente, las composiciones de vacuna
descritas en la presente memoria estan aisladas.

"Agente medicinal" se refiere a cualquier agente que sea Util en la prevencion, cura o mejora de una afeccién
médica, o la prevencién de alguna afeccién o incidencia fisioldgica.

"Anticuerpo monoclonal”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a anticuerpos producidos por una sola
linea de células de hibridoma, todas dirigidas hacia un epitopo en un antigeno concreto. El antigeno utilizado para
fabricar el anticuerpo monoclonal se puede proporcionar como una proteina aislada del patégeno o el patégeno
completo. Un "hibridoma" es una linea celular clonal que consiste en células hibridas formadas por la fusién de una
célula de mieloma y una célula especifica productora de anticuerpos. En general, los anticuerpos monoclonales
provienen de raton. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal también se refiere a una poblacion clonal de un
anticuerpo preparado contra un epitopo concreto de un antigeno producido por la tecnologia de presentacion en
fagos, o un método que es equivalente a la presentacion en fagos, o células hibridas que no provienen de ratén.

La "administracion parenteral", como se emplea en la presente memoria, se refiere a la introduccién de una
sustancia, tal como una composicion o vacuna, en el organismo de un sujeto a través de una ruta que no incluye el
tracto digestivo. La administracion parenteral incluye la administracion subcutanea, intramuscular, intraarterial e
intravenosa. Para los fines de esta descripcion, la administracién parenteral excluye las rutas de administraciéon que
implican principalmente el transporte de la sustancia a través del tejido de la mucosa en la boca, la nariz, la traquea
y los pulmones.

El término "patégeno” o "microorganismo patogénico”, como se emplea en la presente memoria, significa un
microorganismo, por ejemplo, Flavobacterium columnare (F. columnare), Flavobacterium psychrophilum (F.
psychrophilum), Tenacibaculum maritimum (T. maritimum), y el virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV),
que es capaz de inducir o causar una enfermedad, dolencia o estado anormal en su animal anfitrion, preferiblemente
una enfermedad que afecta a los peces.

"Farmacéuticamente aceptable” se refiere a sustancias que, dentro del alcance del buen juicio médico, son
adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de sujetos sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y similares
indebidas, con una razén beneficio-riesgo razonable y eficaz para su uso previsto.

"Anticuerpo policlonal”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a una poblacién mixta de anticuerpos
producidos contra un patégeno o antigeno concretos. En general, la poblacién contiene una variedad de grupos de
anticuerpos, cada grupo dirigido hacia un epitopo concreto del patégeno o antigeno. Para producir anticuerpos
policlonales, todo el patégeno, o un antigeno aislado, se introducen por inoculacién o infecciéon en un anfitrién, lo que
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induce al anfitrién a producir anticuerpos contra el patégeno o antigeno.

El término "polinucleétido”, como se emplea en la presente memoria, significa una molécula de polimero organico
compuesta de mondmeros de nucleétidos unidos covalentemente en una cadena. EI ADN (acido
desoxirribonucleico) y el ARN (acido ribonucleico) son ejemplos de polinucleétidos con funcién bioldgica distinta.

El término "polipéptido”, como se emplea en la presente memoria, significa una molécula de polimero organico
compuesta de dos 0 mas aminoacidos unidos en una cadena.

"Prevenir la infecciéon”, como se emplea en la presente memoria, significa prevenir o inhibir la replicacién de la
bacteria o el virus que causa la enfermedad identificada, inhibir la transmisién de la bacteria o el virus, evitar que la
bacteria o el virus se establezca en su anfitrién, o aliviar los sintomas de la enfermedad causada por la infeccién. El
tratamiento se considera terapéutico si hay una reduccion en la carga bacteriana o viral.

"Proteccion”, "proteger”, "inmunidad protectora” y similares, como se emplean en la presente memoria con respecto

a una vacuna u otra composicién, significan que la vacuna o composicién previenen o reducen los sintomas de la

enfermedad causada por el organismo del cual se obtienen los antigenos utilizados en la vacuna o composicién. Los
non

términos "proteccion”, "proteger" y similares, también significan que la vacuna o composicion se pueden utilizar para
"tratar" la enfermedad, o uno o mas sintomas de la enfermedad que ya existe en un sujeto.

La "supervivencia porcentual relativa” (SPR) se puede definir o calcular de la siguiente manera: SPR = {1 - (% de
mortalidad de vacunacién/% de mortalidad de control)} x 100.

La "administracion respiratoria”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a la introduccién de una
sustancia, tal como una vacuna u otra composicion, en el organismo de un sujeto a través o por medio de inhalacion
de una sustancia nebulizada (atomizada). En la administraciéon respiratoria, el mecanismo de transporte primario
implica la absorcion de la sustancia atomizada a través de la mucosa en la tradquea, los bronquios y los pulmones vy,
por lo tanto, es diferente de la administracion intranasal o peroral.

Los términos "union especifica", "se une especificamente" y similares, se definen como dos o mas moléculas que
forman un complejo que se puede medir en condiciones fisioldgicas o de ensayo y es selectivo. Se dice que un
anticuerpo u otro inhibidor "se unen especificamente” a una proteina si, en condiciones apropiadamente
seleccionadas, tal uniéon no se inhibe sustancialmente, mientras que al mismo tiempo se inhibe la unién no
especifica. La unién especifica se caracteriza por una alta afinidad y es selectiva para el compuesto o proteina. La
unién no especifica generalmente tiene baja afinidad. La unién en anticuerpos IgG, por ejemplo, generalmente se
caracteriza por una afinidad de al menos aproximadamente 10”7 M o superior, tal como al menos aproximadamente
108 M o superior, 0 al menos aproximadamente 10 M o superior, o al menos aproximadamente 10'° o superior, o
al menos aproximadamente 10"'! M o superior, o al menos aproximadamente 102 M o superior. El término también
es aplicable cuando, p. €j., un dominio de unién a antigeno es especifico para un epitopo concreto que no es
transportado por numerosos antigenos, en cuyo caso el anticuerpo que porta el dominio de unién a antigeno
generalmente no se unird a otros antigenos.

"Fragmento inmunogénico especifico”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a una porcién de una
secuencia que es reconocible por un anticuerpo o célula T especifica para esa secuencia.

"Sujeto”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a cualquier animal que tenga un sistema inmunitario,
preferiblemente un pez.

"Sustancialmente idéntica", como se emplea en la presente memoria, se refiere a un grado de identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%,
al menos aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, o al menos aproximadamente 99%.

"Vacuna de subunidades" y "composicion de subunidades", como se emplea en la presente memoria, se refiere a un
tipo de vacuna o composicién que incluyen uno o mas antigenos, pero no todos los antigenos, que se obtienen de, o
son homologos a, antigenos de un patégeno de interés, tales como un virus, bacteria, parasito, hongo u organismo
similar a un hongo. Tal composicion o vacuna estan sustancialmente libres de células del patégeno intactas o
particulas patogénicas, o el producto lisado de tales células o particulas. Por lo tanto, una vacuna de subunidades o
composiciones de subunidades se pueden preparar a partir de polipéptidos inmunogénicos al menos parcialmente
purificados o sustancialmente purificados a partir del patdgeno o sus analogos. Los métodos para obtener un
antigeno o antigenos en la vacuna de subunidades o composicién de subunidades incluyen técnicas de purificacion,
produccion recombinante o sintesis quimica convencionales. Por lo tanto, una "vacuna de subunidades" o
"composicién de subunidades" se refieren a una vacuna o composicion que consisten en uno o varios componentes
antigénicos definidos de un virus, bacteria u otro inmundgeno. El componente de subunidades de la presente
invencion se puede producir de forma recombinante y comprende antigeno de F. psychrophilum.

Un "epitopo de células T" como se emplea en la presente memoria se refiere a un antigeno o fragmento antigénico
capaz de potenciar una respuesta de células T en un organismo diana. Los epitopos especificos de células T como
se emplea en la presente memoria se describen en la Patente de Estados Unidos Num. 8.168.201 (denominados
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"epitopos promiscuos de células T" o "PTCE"). En particular, las secuencias de epitopos de células T de la Patente
de Estados Unidos Num. 8.168.201, se designan como SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7. Esas secuencias se pueden
conjugar o fusionar con cualquiera de las secuencias de aminoacidos enumeradas en la presente solicitud para
formar una composicion inmunogénica o antigeno de la presente invencion.

"DICTso" se refiere a la "dosis infecciosa de cultivo de tejidos" y se define como la dilucién de un virus requerida para
infectar 50% de un lote dado de cultivos celulares inoculados. Se pueden utilizar varios métodos para calcular la
DICTso, incluido el método Spearman-Karber, que se utiliza a lo largo de esta memoria descriptiva. Para obtener una
descripcion del método Spearman-Karber, véase B. W. Mahy y H. O. Kangro, Virology Methods Manual 25-46
(1996).

"Agente terapéutico”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a cualquier molécula, compuesto, virus o
tratamiento, preferiblemente un virus atenuado o muerto, o subunidad o compuesto, que ayuda en el tratamiento de
una infeccion, enfermedad o afeccidn viral, bacteriana, parasitaria o fungica causada de ese modo.

"Cantidad terapéuticamente eficaz", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una cantidad de un
antigeno o vacuna o composicidon que induciria una respuesta inmunitaria en un sujeto (p. €j., un pez) que recibe el
antigeno o vacuna o composicién que son adecuados para prevenir o mejorar los signos o sintomas de la
enfermedad, incluidos los efectos adversos para la salud o sus complicaciones, causados por la infeccién con un
patégeno, como un virus, bacteria, parasito, hongo u organismo similar a los hongos. Se puede inducir inmunidad
humoral o inmunidad mediada por células, o tanto inmunidad humoral como mediada por células. La respuesta
inmunogénica de un animal a un antigeno, vacuna o composicion se puede evaluar indirectamente a través de la
medicién de titulos de anticuerpos, ensayos de proliferacion de linfocitos, o directamente a través del seguimiento de
signos y sintomas después de la exposicién a la cepa de tipo salvaje. La inmunidad protectora conferida por una
vacuna o composicion se puede evaluar midiendo la reduccion de la propagacién del organismo de sensibilizacion
y/o la reduccion de los signos clinicos, tales como la mortalidad, la morbilidad, la temperatura y el estado fisico
general, la salud y el rendimiento del sujeto. La cantidad de una vacuna o composiciéon que es terapéuticamente
eficaz puede variar, dependiendo del inmundgeno concreto utilizado, o el estado del sujeto, y se puede ser
determinada por un experto en la técnica.

"Tratar" o "tratando”, como se emplea en la presente memoria, se refiere a revertir, aliviar, inhibir el progreso o
prevenir un trastorno, afeccién o enfermedad a la que se aplica tal término, o para prevenir uno o mas sintomas de
tal trastorno, afeccién o enfermedad.

"Vacuna" o "composicion de vacuna", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una composicién
inmunogénica seleccionada entre un virus o bacteria, preferiblemente en forma de subunidad aislada. La
administracion de la vacuna a un sujeto produce una respuesta inmunitaria. La vacuna se puede introducir
directamente en el sujeto por cualquier via de administracién conocida, preferiblemente por inmersién. Los términos
significan una composicion que previene o reduce una infecciéon, o que previene o reduce uno 0 mas signos o
sintomas de la infeccion. Los efectos protectores de una composiciéon de vacuna contra un patégeno normalmente
se logran induciendo en el sujeto una respuesta inmunitaria. En términos generales, las incidencias de infeccién
abolidas o reducidas, la mejora de los signos o sintomas o la eliminacién acelerada del microorganismo de los
sujetos infectados son indicativos de los efectos protectores de una composicion de vacuna.

Antigenos, composiciones inmunogénicas y vacunas.

La presente descripcion se basa en el descubrimiento inesperado de que la inclusiéon de antigenos aislados en
vacunas de inmersion da como resultado una eficacia, eficiencia y seguridad sustancialmente mejoradas. Es decir,
cuando se administra a un pez antes de la sensibilizacién patogénica, la composicion previene la aparicion de la
enfermedad y no produce efectos secundarios adversos.

Los virus abarcados por la presente invencion se pueden propagar en células, lineas celulares y células anfitrionas.
Dichas células, lineas celulares o células anfitrionas pueden ser, por ejemplo, pero sin limitacién, células de
mamifero y células que no sean de mamifero, incluidas células de insectos y plantas. Las células, lineas celulares y
células anfitrionas en las que se pueden propagar los virus incluidos en la presente invencion son facilmente
conocidas y accesibles para los expertos en la técnica.

Las bacterias abarcadas por la presente invencién se pueden cultivar y propagar utilizando diversos medios de
cultivo conocidos por los expertos en la técnica, que incluyen medios de cultivo de caldo (liquido) y agar (sélido;
semisolido). Algunas bacterias también se pueden cultivar y propagar en células de mamiferos o células que no
sean de mamifero.

Los virus y bacterias abarcados por la presente invencién se pueden atenuar o inactivar antes de su uso en una
composicién inmunogénica o vacuna. Los expertos en la técnica conocen bien los métodos de atenuacion e
inactivacion. Los métodos para la atenuacion incluyen, entre otros, el pase en serie en cultivo celular en una linea
celular adecuada (virus y algunas bacterias), pase en serie en cultivo de caldo (bacterias), irradiacién ultravioleta
(virus y bacterias) y mutagénesis quimica (virus y bacterias). Los métodos para la inactivacion viral o bacteriana
incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con formalina, betapropriolactona (BPL) o etilenimina binaria (BEI), u otros
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métodos conocidos por los expertos en la técnica.

La inactivacion por formalina se puede realizar mezclando la suspensién que contiene el microorganismo con
formaldehido al 37% hasta una concentracion final de formaldehido de 0,5%. La mezcla de microorganismos y
formaldehido se mezcla mediante agitacion constante durante aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente.
La mezcla de microorganismos inactivados se analiza a continuacién para detectar organismos vivos residuales
mediante el ensayo de crecimiento en una linea celular o medio de caldo adecuados.

Para algunos antigenos, la inactivacién por BEIl se puede realizar mezclando la suspensién que contiene el
microorganismo de la presente invencion con BEI 0,1 M (2-bromo-etilamina en NaOH 0,175 N) a una concentracion
final de BEI 1 mM. Para otros antigenos, la concentracion final de BEI es 2 mM. Un experto en la técnica conocera la
concentracién adecuada que se debe utilizar. La mezcla de virus-BElI se mezcla mediante agitacion constante
durante aproximadamente 48 horas a temperatura ambiente, seguido de la adicién de tiosulfato de sodio 1,0 M a una
concentracién final 0,1 mM. La mezcla continla durante dos horas adicionales. La mezcla que contiene el
microorganismo inactivado se analiza para detectar virus vivos residuales analizando el crecimiento en una linea
celular o medio de caldo adecuados.

Las composiciones inmunogénicas y las vacunas abarcadas por la presente invencién pueden incluir uno o mas
portadores farmacéuticamente aceptables, que incluyen cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, coadyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isoténicos, agentes de retraso de la adsorcién y similares. Los diluyentes pueden incluir agua,
solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isoténicos pueden incluir cloruro de sodio,
dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros conocidos por los expertos en la técnica. Los estabilizadores
incluyen albumina, entre otros conocidos por el experto en la técnica. Los conservantes incluyen mertiolato, entre
otros conocidos por el experto en la técnica.

Los agentes especificos que se pueden afadir a las vacunas de inmersion descritas en la presente memoria
incluyen Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum, Vibrio
salmonicida, Renibacterium salmoninarum, virus de la necrosis hemopoyética infecciosa (IHNV), virus de la anemia
infecciosa del salmén (ISAV), virus de la enfermedad del pancreas (PDV) en particular, alfavirus del salmén (SAV),
virus de la viruela del salmon y virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV).

Los coadyuvantes, que se pueden incluir en las vacunas descritas en la presente memoria, pueden metabolizarse,
refiriéndose a coadyuvantes que consisten en componentes que pueden ser metabolizados por las especies diana,
tales como coadyuvantes basados en aceites vegetales. Un coadyuvante metabolizable puede ser un aceite
metabolizable. Los aceites metabolizables son grasas y aceites que generalmente se producen en plantas y
animales, y generalmente consisten en mezclas de triacilgliceroles, también conocidos como triglicéridos o grasas
neutras. Estas sustancias no polares insolubles en agua son triésteres de glicerol de &cidos grasos. Los
triacilgliceroles difieren segun la identidad y la ubicacion de sus tres residuos de acidos grasos o cadenas laterales.

El coadyuvante también puede ser no metabolizable, en referencia a coadyuvantes que consisten en componentes
que no pueden ser metabolizados por el organismo del animal sujeto al que se administra la emulsion. Los aceites
no metabolizables adecuados para su uso en las composiciones de la presente invencién incluyen alcanos,
alquenos, alquinos y sus correspondientes acidos y alcoholes, sus éteres y ésteres, y sus mezclas. Preferiblemente,
los compuestos individuales del aceite son compuestos de hidrocarbonados ligeros, es decir, tales componentes
tienen de 6 a 30 atomos de carbono. El aceite se puede preparar sintéticamente o purificar a partir de productos
derivados del petréleo. Los aceites no metabolizables preferidos para su uso en las composiciones descritas en la
presente memoria incluyen aceite mineral, aceite de parafina y cicloparafinas, por ejemplo. El término "aceite
mineral" se refiere a un aceite coadyuvante no metabolizable que es una mezcla de hidrocarburos liquidos obtenidos
a partir de vaselina mediante una técnica de destilacién. El término es sindnimo de "parafina licuada", "vaselina
liquida" y "aceite mineral blanco". También se pretende que el término incluya "aceite mineral ligero", es decir, aceite
que se obtiene de manera similar por destilacion de vaselina, pero que tiene una gravedad especifica ligeramente
menor que el aceite mineral blanco. El aceite mineral se puede obtener a partir de varias fuentes comerciales, por
ejemplo, J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB Corporation (Cleveland, OH). El aceite mineral ligero esta disponible
comercialmente con el nombre DRAKEOL®.

Los coadyuvantes incluyen, pero no se limitan a, el sistema coadyuvante Emulsigen (MVP Laboratories; Ralston,
NE), el sistema coadyuvante RIBI (Ribi Inc.; Hamilton, MT), alumbre, gel de hidroxido de aluminio, emulsiones de
aceite en agua, emulsiones de agua en aceite tales como, p. €j., coadyuvantes completos e incompletos de Freund,
copolimero en blogue (CytRx; Atlanta, GA), SAF-M (Chiron; Emeryville, CA), coadyuvante AMPHIGEN®, saponina,
Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc.; Cambridge, MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc.; Birmingham,
AL) u otras fracciones de saponina, monofosforil lipido A, coadyuvante lipido-amina avridina, enterotoxina Iabil al
calor de E. coli (recombinante o no), toxina del coélera, muramildipéptido, copolimero en bloque de
escualeno/plurédnico/tensioactivo (aceite SP), sulfolipobeta-ciclodextrina (SL-CD), liposomas que contienen un
inmunomodulador (p. ej., CpG o poli I:C), muramildipéptido (MDP), Iscomatrix (Quil A/fosfotidilcolina), CpG/DEAE-
dextrano/aceite mineral (TXO), CpG, triterpenoides (p. ej., Quil A u otra preparacién de saponina purificada o
parcialmente purificada), esteroles (p. e€j., colesterol), agentes inmunomoduladores (p. ej., bromuro de dimetil
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dioctadecil amonio - DDA), polimeros (p. €j., poli(acido acrilico) tal como CARBOPOL®) y estimulantes Th2 (p. €j.,
glucolipidos tales como Bay R1005®), y combinaciones de los mismos, entre muchos otros coadyuvantes conocidos
a los expertos en la técnica.

Los ejemplos no limitantes de varias combinaciones que se pueden utilizar incluyen un triterpenoide mas un esterol
(p. €j., Quil A/colesterol, también conocido como QAC), un triterpenoide mas un esterol, un agente inmunomodulador
y un polimero (p. ej., Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL®, también conocido como QCDC), y un triterpenoide mas
un esterol, un agente inmunomodulador, un polimero y un estimulante Th2 (por ejemplo, Quil
A/colesterol/DDA/CARBOPOL®, y Bay R1005®, también conocido como QCDCR).

El experto en la técnica puede determinar facilmente las cantidades y concentraciones de coadyuvantes y aditivos
utiles en el contexto de la presente invencién. En una realizacién, la presente invencién contempla composiciones
inmunogénicas y vacunas que comprenden de aproximadamente 20 pug a aproximadamente 2000 pg de
coadyuvante. En otra realizacion, el coadyuvante se incluye en una cantidad de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 1500 ug, o de aproximadamente 250 ug a aproximadamente 1000 g, o de aproximadamente 350
ug a aproximadamente 750 pg. En otra realizacion, el coadyuvante se incluye en una cantidad de aproximadamente
500 pg/2 ml de dosis de la composiciéon inmunogénica o vacuna.

Las composiciones inmunogénicas y las vacunas también pueden incluir antibidticos. Tales antibiodticos incluyen,
entre otros, los de las clases de aminoglucésidos, carbapenemos, cefalosporinas, glucopéptidos, macrdlidos,
penicilinas, polipéptidos, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas. En una realizacion, la presente invencion
contempla composiciones inmunogénicas y vacunas que comprenden de aproximadamente 1 pg/ml a
aproximadamente 60 pg/ml de antibiético. En otra realizacion, las composiciones inmunogénicas y las vacunas
comprenden de aproximadamente 5 ug/ml a aproximadamente 55 pg/ml de antibiético, o de aproximadamente 10
pg/ml a aproximadamente 50 pug/ml de antibiético, o de aproximadamente 15 ug/ml a aproximadamente 45 ug/ml de
antibiético, o de aproximadamente 20 ug/ml a aproximadamente 40 pg/ml de antibiético, o de aproximadamente 25
pg/ml a aproximadamente 35 pg/ml de antibiético. En otra realizacion mas, las composiciones inmunogénicas y las
vacunas comprenden menos de aproximadamente 30 ug/ml de antibiético.

Las composiciones inmunogénicas y las vacunas abarcadas por la presente invencién pueden incluir una 0 mas
moléculas polinucleotidicas que codifican un virus o bacteria, o una proteina viral o bacteriana. Las moléculas de
ADN o ARN se pueden utilizar en composiciones inmunogénicas o vacunas. La molécula de ADN o ARN se puede
administrar en ausencia de otros agentes, o se puede administrar junto con un agente que facilite la absorcién
celular (p. ej., liposomas o lipidos catiénicos). El polinucleétido total en la composicién inmunogénica o vacuna
estara generalmente entre aproximadamente 0,1 pg/ml y aproximadamente 5,0 mg/ml. En otra realizacion, el
polinucleétido total en la composicién inmunogénica o vacuna sera de aproximadamente 1 ug/mly aproximadamente
4,0 mg/ml, o de aproximadamente 10 pg/ml y aproximadamente 3,0 mg/ml, o de aproximadamente 100 pg/ml y
aproximadamente 2,0 mg/ml. Las vacunas y los procedimientos de vacunacion que utilizan &cidos nucleicos (ADN o
ARNm) se han descrito bien en la técnica, por ejemplo, Patente de Estados Unidos Num. 5.703.055, Patente de
Estados Unidos Num. 5.580.859, Patente de Estados Unidos NUm. 5.589.466.

Ademas de los virus o bacterias descritos anteriormente, las composiciones inmunogénicas y las vacunas incluidas
en la presente invencion pueden incluir otros antigenos adicionales. Los antigenos pueden estar en forma de una
preparacion parcial o total inactivada del microorganismo, o en forma de moléculas antigénicas obtenidas por
técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica. Otros antigenos apropiados para su uso de acuerdo con la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de virus patégenos tales como IPNV.

Administracion

En una realizacion preferida de la invencién, una vacuna para su uso en la vacunacion de peces se utiliza con una
cantidad de un antigeno recombinante que es eficaz para proporcionar proteccién contra la enfermedad causada por
la misma especie que el patégeno a partir del cual se obtiene el antigeno, en donde la inmersion del pez en el agua
que contiene el antigeno produce una respuesta inmunitaria en el pez, preferiblemente proporcionando proteccion
contra el patdégeno. El epitelio de la piel y las branquias de los peces tienen mecanismos para proteger a los peces
de una manera amplia y especifica, lo que les permite reconocer de manera eficaz los patégenos con los que han
estado en contacto. Cuando los peces se sumergen en agua que contiene una vacuna diluida, la piel y las branquias
pueden adsorber los antigenos suspendidos de la vacuna. A continuacion, las células especializadas, como las
células secretoras de anticuerpos, presentes en la piel y el epitelio branquial, se activaran y protegeran a los peces
cuando se expongan al patdégeno vivo en una etapa posterior. Otras células ubicadas en el epitelio de la piel y las
branquias, tales como las células presentadoras de antigenos (macréfagos), también absorben los antigenos de las
vacunas y los transportan a tejidos especializados donde se acumula la respuesta inmunitaria sistémica.

En la vacunacién por inmersién, existen varios métodos de aplicacion que incluyen inmersiéon en bafio corto e
inmersion en bafo prolongado. En la vacunacién por inmersién en bafo corto, los peces se sumergen durante una
muy corta duracion, generalmente 30 segundos, en una solucién de vacuna altamente concentrada, generalmente 1
parte del producto de la vacuna por 9 partes de agua. Con la vacunaciéon por inmersiéon en bafo prolongado, los
peces estan expuestos durante un periodo mas largo, generalmente de una a varias horas, en una concentraciéon
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mas baja de vacuna. La presente invencion contempla metodologias de inmersion en bafo corto e inmersion en
bafio prolongado para las vacunas de inmersion. Ademas, el pez se puede exponer a la composicién de la vacuna
mediante mecanismos de pulverizacién conocidos por los expertos en la técnica.

Las técnicas para el uso y la administracion de vacunas de inmersion se describen en las siguientes patentes. La
Patente de Estados Unidos Num. 6.518.252 se refiere a un método de inmersion y bafio prolongado para reducir la
carga de infeccion de un animal acuatico. La Patente de Estados Unidos NUm. 6.893.667 se refiere a un método
para el suministro de una preparacion de moléculas de acido nucleico en polvo en tejido de vertebrados para la
transformacion de células en el tejido utilizando técnicas de inyeccion sin aguja. La Patente de Estados Unidos Num.
6.872.386 se refiere a una vacuna oral que incluye un organismo multicelular para su uso como alimento para el
animal acuéatico que se vaya a vacunar, y un organismo unicelular administrado como alimento y, como resultado,
bioencapsulado por el organismo multicelular. La Patente de Estados Unidos Num. 6.855.372 se refiere a un método
y aparato para recubrir microproyecciones perforantes de la piel. La Patente de Estados Unidos NUm. 6.673.374 se
refiere a una composicion antimicrobiana para el tratamiento de la piel humana afectada por dermatitis de diferentes
etiologias, fabricada a partir de peréxido de hidrégeno, uno o mas agentes humectantes y un agente antiinflamatorio;
e incluyendo opcionalmente un agente exfoliante; las composiciones se pueden incorporar a las vacunas de
inmersion descritas en la presente memoria. La Patente de Estados Unidos NUum. 6.699.907 se refiere a una
composicion de accién antimicrobiana fabricada a partir de un disolvente lip6filo polar y &cidos grasos con 8 a 14
carbonos. La Patente de Estados Unidos Num. 4.009.259 se refiere a un método para tratar peces y aumentar la
eficacia de vacunas o desinfectantes, en donde los peces se sumergen en soluciones hiperosmaticas durante 2 a 3
minutos, y a continuacién se sumergen en otra solucién de la vacuna de inmersién o soluciones quimioterapéuticas.
Estas soluciones estan fabricadas a partir de sales de sodio, potasio, calcio y magnesio en forma de sulfatos,
cloruros o fosfatos. La Patente de Estados Unidos NUm. 4.282.828 se refiere a un aparato para aplicar vacunas de
inmersion por aspersion directa de la vacuna en una pulverizacion. Los peces estan confinados en un recipiente
rectangular donde estan expuestos a tal procedimiento de bafio. La Patente de Estados Unidos Num. 4.287.179 se
refiere a un procedimiento para aplicar una vacuna de inmersion para la enfermedad de la boca roja (yersiniosis)
simplemente aplicando la vacuna en forma de inmersién no presurizada. La Patente de Estados Unidos Num.
4.363.290 se refiere a un aparato automatico para aplicar una 0 mas vacunas de inmersion, que consiste en un
medio para llevar a los peces a un compartimento que contiene la soluciéon vacunal y mas tarde, una vez que se
completa el tiempo de contacto de inmersién requerido, desviar a los peces hacia su habitat exterior.

El agua en la que se sumergen los peces puede ser de agua dulce, salada o salobre, segun la variedad de peces
que se vaya a tratar y el habitat natural de los peces. La cantidad de antigeno que se suministra a los peces es una
cantidad eficaz para proporcionar proteccion contra la enfermedad causada por el patégeno. Por ejemplo, la
cantidad de antigeno en el agua en la que se sumergen los peces es eficaz para proporcionar proteccion. Los peces
se sumergen en el agua o se rocian con un liquido que contiene el antigeno durante un tiempo suficiente para el
desarrollo de proteccion contra la enfermedad causada por el patégeno de tipo salvaje. Generalmente, los tiempos
de inmersion entre 15 segundos y varias horas son adecuados para el método de la invencion. Preferiblemente, el
tiempo de inmersién es entre 1 minuto y dos horas. Mas preferiblemente, el tiempo de inmersién es entre 15 minutos
y 2 horas. El tiempo de inmersién mas preferido es entre 30 minutos y 1 hora.

Para los fines de esta invencién, se considera que la proteccion contra la enfermedad debida a la vacuna de la
invencion se ha obtenido cuando se ha obtenido inmunidad completa o parcial contra la enfermedad. Se considera
que la inmunidad se ha obtenido en una poblacién de peces tratados cuando el nivel de proteccién para la poblacion,
evidenciado por una disminucion en el niumero de peces infectados o en la gravedad de la enfermedad, es mayor en
los peces que han sido tratados de acuerdo con la invencion que la de un grupo de control no vacunado.
Preferiblemente, la vacuna para uso de acuerdo con la invencién dara como resultado una disminucion de 20% en la
mortalidad debido a la enfermedad o en el nimero de individuos que muestran signos clinicos de la enfermedad en
comparacién con los controles no vacunados.

Las composiciones inmunogénicas y las vacunas de la presente invencién incluyen una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o mas de los microorganismos descritos anteriormente. Los virus y/o bacterias purificados se pueden
utilizar directamente en una composicién o vacuna inmunogénica, o se pueden atenuar o inactivar adicionalmente.
Tipicamente, una composicién inmunogénica o vacuna contiene entre aproximadamente 1 x 102 y aproximadamente
1 x 10'2 particulas virales o bacterianas, o entre aproximadamente 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10" particulas, o
entre aproximadamente 1 x 10 y aproximadamente 1 x 100 particulas, o entre aproximadamente 1 x 10° y
aproximadamente 1 x 10° particulas, o entre aproximadamente 1 x 108 y aproximadamente 1 x 108 particulas Un
experto en la técnica puede determinar la cantidad precisa de un microorganismo en una composicién inmunogénica
0 vacuna eficaz para proporcionar un efecto protector.

Se puede administrar una dosis Unica a los animales, o, alternativamente, se pueden realizar dos o mas
inoculaciones con intervalos de aproximadamente dos a aproximadamente diez semanas. Se pueden requerir
regimenes de refuerzo, y el régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar una inmunizacion 6ptima.
Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente el régimen de administracion 6ptimo.

La solubilidad de los materiales utilizados en la preparacion de soluciones parenterales se puede aumentar mediante
el uso de mecanismos de formulacién apropiados conocidos por el experto en la técnica, tales como la incorporacién
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de agentes potenciadores de la solubilidad, incluidos tampones, sales, tensioactivos, liposomas, ciclodextrinas y
similares.

El alcance y la naturaleza de las respuestas inmunitarias inducidas en el animal se pueden evaluar utilizando una
variedad de técnicas. Por ejemplo, los sueros se pueden recoger de los animales inoculados y analizar la presencia
o ausencia de anticuerpos especificos para los inmunédgenos. La deteccion de linfocitos T citotdéxicos (CTL) que
responden en tejidos linfoides, indicativos de la induccion de una respuesta inmunitaria celular, se puede lograr
mediante ensayos tales como la proliferacion de células T. Los mecanismos relevantes estan bien descritos en la
técnica.

Kits

En la medida en que sea deseable administrar una composicion o vacuna inmunogénica combinada con
composiciones o compuestos adicionales, por ejemplo, con el fin de tratar una enfermedad o afeccidon concretas,
esta dentro del alcance de la presente descripcion que una composicion inmunogénica o vacuna pueda incluirse
convenientemente o combinarse en forma de un kit adecuado para la administracién o administracion conjunta de
las composiciones.

Por lo tanto, los kits abarcados por la presente descripcion pueden comprender una o mas composiciones
farmacéuticas separadas, al menos una de las cuales es una composicion inmunogénica o vacuna de acuerdo con
la presente invencién, y un medio para retener por separado dichas composiciones, tales como un recipiente, botella
dividida o paquete de aluminio dividido. Un ejemplo de tal kit es una jeringa y aguja, y similares. Un kit de la presente
descripcion es particularmente adecuado para administrar diferentes formas de dosificacién, por ejemplo, oral o
parenteral, para administrar las composiciones separadas a diferentes intervalos de dosificacion, o para titular las
composiciones separadas entre si. Para ayudar a administrar una composicion abarcada por la presente invencion,
el kit tipicamente comprende instrucciones para la administracion.

Otro kit incluido en la presente descripcion puede comprender uno 0 mas reactivos Utiles para la deteccion de un
animal infectado. El kit puede incluir reactivos para analizar una muestra en busca de microorganismos completos,
polipéptidos, epitopos o secuencias de polinucleétidos. La presencia de virus, bacterias, polipéptidos o secuencias
de polinucleétidos se puede determinar utilizando anticuerpos, PCR, hibridacion y otros métodos de deteccion
conocidos por los expertos en la técnica.

Otro kit incluido en la presente descripcion puede proporcionar reactivos para la deteccion de anticuerpos contra
epitopos particulares. Tales reactivos son Utiles para analizar una muestra para detectar la presencia de anticuerpos,
y son facilmente conocidos y estan disponibles para un experto en la técnica. La presencia de anticuerpos se puede
determinar utilizando métodos de deteccidén convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

En ciertas realizaciones, los kits pueden incluir un conjunto de instrucciones impresas, o0 una etiqueta que indica que
el kit es util para la deteccion de animales infectados.

Estrategias generales de clonacion y construcciones de vacunas/antigenos
F. Antigeno CM8 (SEC ID NO: 7) de F. psychrophilum

El gen donador era una secuencia génica de 276 pb (Fp91), que codificaba una forma truncada de 86 aa de la
proteina de unién a ADN similar a histona de 91 aa (denominada 8) de F. psychrophilum (Nim. Acceso GenBank™
AAR29587).

Aguas arriba del gen de la Proteina Similar a Histona hay una secuencia lider, denominada C. La secuencia C
codifica un fragmento de 90 aminoacidos del precursor de la proteina de union a celulosa de Clostridium
cellulovorans; el precursor de la proteina de unién a celulosa del cual deriva C consiste en 1848 aminoacidos (Num.
de Acceso GenBank™ P38038). La secuencia C esta seguida por 6 aminoacidos adicionales derivados de una
secuencia de ADN que contiene los sitios de restriccion Bam HI y Nde | con un espaciador corto entre ellos. El
fragmento de péptido de 90 aminoacidos C se utiliza para facilitar la expresiéon de alto nivel y asegurar la
insolubilidad de la proteina diana como cuerpos de inclusion en E. coli.

Inmediatamente después de la secuencia lider C esta el fragmento M, que codifica un péptido inmunoestimulador de
15 aminoacidos del péptido de fusién del virus del sarampiéon (MVF) (GenBank™ M81903) LSEIKGVIVHRLE
G V). El segmento de ADN M (que representa un epitopo de células T) se optimiz6 para la expresion de alto nivel en
E. coli (Kuzyk, Burian et al. 2001).

Ninguno de los fragmentos de ADN tenia elementos reguladores. Las senales transcripcionales y traduccionales
especificas para E. coli fueron proporcionadas por los plasmidos de expresion.

El casete de expresion consiste en una secuencia del sitio de unién al ribosoma, una secuencia lider del péptido C,
el epitopo de células T "M" y el gen (Fp91) de F. psychrophilum que codifica el antigeno proteico "8" y se construy6
de la siguiente manera:
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El péptido de fusién N-terminal se fusion6 con el gen donador en un esfuerzo por facilitar altos niveles de expresion
en E. coli. El fragmento "C", que codifica el péptido lider C y un sitio de unién al ribosoma (RBS), se cloné entre los
sitios Xbal y Bam HI de pET21a(+) (Novagen) que dan como resultado el plasmido pETC. El fragmento relevante
"C" se sintetiz6 utilizando cuatro oligonucleétidos solapantes y la técnica de PCR. El resultado de la reaccion de
PCR fue un fragmento de ADN 5"-Xba I-RBS-C-Hind II-3'.

El gen del antigeno diana de F. psychrophilum fue identificado como una Proteina Similar a Histona. La técnica de
PCR se utilizé para crear el gen de F. psychrophilum de interés con sitios de enzimas de restriccion flanqueantes. El
ADN amplificado por PCR se clon6 en el plasmido pBCKS-V como fragmentos Bam HI-Hind Il que daban como
resultado pBCKS-V-8. El fragmento 8 fue clonado a continuacion a partir de pBCKS-V-8 como un fragmento Bam HI-
Ase | en el plasmido pETC digerido con Bam Hl y Nde | dando como resultado pETCS.

El epitopo del virus del sarampién (M) se cloné en pETC8 entre el péptido C y el gen "8" de F. psychrophilum como
sigue: la region codificante M se elimind de pBCKS-VM por digestion con Bam HIl y Ase | y se subcloné en el sitio
Bam HI y Nde | de pETC8, dando como resultado pETCM8 (Ase | y Nde | producen extremos de ADN cohesivos,
que pueden ser ligados con la ADN ligasa). El plasmido pETCM8 es un vector de expresion T7 basado en
pET21a(+).

La expresion del casete de proteina recombinante CM8 se verifico tras la induccion del promotor T7.

La proteina resultante se designd antigeno "rHLP de F. psychrophilum " o "rHLP" que se utilizé en los ejemplos
siguientes y se describe en SEQ ID NO: 7.

CONSTRUCCION de IPNV

El segmento genémico A de IPNV contiene tres genes dispuestos en el orden 5'-VP2-NS-VP3-3'. VP2 codifica la
glicoproteina de superficie de IPNV. El segmento designado VP2', que consiste en 1-257 aminoacidos de VP2 fue
seleccionado para el desarrollo de una vacuna.

La secuencia de ADN que incluia VP2c y las secuencias de epitopos de células T seleccionadas se sintetizod
utilizando un método de solapamiento de oligonucleétidos y se verifico por métodos de secuenciacién de ADN.

Casete de antigeno VP2c:

La secuencia de ADN que codifica el casete de antigeno de rIPNV designado "VP2c" se disefid de la siguiente
manera: secuencia de ADN que contiene sitios de restriccion Bam HI y Nde | seguido por el fragmento VP2c que
codifica 1-257 aminoé&cidos de la proteina viral VP2 mas la secuencia de aminoacidos "KKKAKKQL"; y finalmente
secuencia de ADN que contiene los sitios de restriccién Vsp | y Hind 1.

Casete de expresion CTMVP2c en el plasmido de produccion pKLPR-CTMVP2c:

La secuencia de ADN que codifica la proteina recombinante diana CTMVP2c se disefié de la siguiente manera: la
secuencia C lider codifica 90 amino&cidos derivados del precursor de la proteina A de unidén a celulosa de
Clostridium cellulovorans (Nium. de Acceso GenBankTM P38038); estd seguida por 6 aminoacidos adicionales
derivados de una secuencia de ADN que contiene los sitios de restriccion Bam Hl y Nde |; esto esta seguido de la
secuencia de ADN que codifica el epitopo promiscuo de células T del epitopo P2 (830-844) de la toxina tetéanica (it)
de Clostridium tetani (GenBank™ AA037454) designado "T" (QY IKANSKFIGITE L); seguido del epitopo
promiscuo de células T del virus del sarampién (288-302) (GenBank™ M81903), designado "M" (LSEIKG VIV H
R L E G V); esto esta seguido dela secuencia de ADN que codifica VP2c y finalmente la secuencia de ADN que
contiene los sitios de restriccion Vsp |y Hind Il

El organismo receptor Escherichia coli BL21 contenia un solo plasmido, pKLPR-CTMVP2c, que contenia el casete
de expresion CTMVP2c que expresaba la proteina recombinante de la vacuna IPNV. Este casete de expresion
consiste en una secuencia del sitio de unién al ribosoma, una secuencia lider de la proteina C, una secuencia VP2c
del antigeno IPNV precedida de secuencias inmunoestimuladoras de la proteina de fusién del virus del sarampién y
la toxina tetanica. Los detalles de la construccion se describen a continuacion.

El casete de antigeno VP2c fue sintetizado por TOP Gene Technologies, Quebec, Canada, basandose en una
secuencia de ADN disenada por Microtek Research and Development Ltd. La secuencia relevante es una secuencia
consenso de un fragmento del gen VP2 de varios productos aislados recientes de serotipos SP de IPNV de Chile y
Noruega. La secuencia de ADN sintético administrada se clon6 como un fragmento Bam HI - Hind I en el plasmido
pBCKS-V (plasmido utilizado para transportar casetes de clonacién/expresion) para las siguientes etapas de
construccion que dan como resultado el plasmido pBCKS-VP2c.

Para crear un casete de expresion, VP2c se movié de pBCKS-VP2¢c a pETC como un fragmento Bam HI- Hind 1l
resultante del plasmido pETC-VP2c. Los casetes que portaban epitopos de células T promiscuas M y T, escindidos
de pBCKS-V-M y pBCKS-V-T como fragmentos Bam HI - Visp |, fueron insertados con posterioridad secuencialmente
en pET-VP2c digerido con Bam HI y Nde | dando como resultado el plasmido pETC-MVP2c¢ y finalmente el plasmido
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pETC-TMVP2c.

En la etapa final de construccion, el casete de expresion de ADN que codifica la proteina de fusién CTMVP2c con el
sitio de unién al ribosoma apropiado se escindié de pETC-TMVP2c como un fragmento de restriccién Xba | - Xho | y
se cloné en los sitios Xba | y Sal | del plasmido de expresion de produccion pKLPR-8 (vector de expresiéon del
plasmido patentado de Microtek R&D Ltd.) que da como resultado el plasmido de produccion final pKLPR-CTMVP2c.

Como en SEQ ID NO: 8, el casete de expresion CTMVP2c expresaba una secuencia de aminoacidos que consistia
en la proteina C N-terminal, el epitopo de la proteina de fusién del virus del sarampién inmunoestimulador, el epitopo
de la proteina de la toxina del tétanos, la secuencia VP2 como se describié anteriormente.

La proteina resultante se designé antigeno "rVP2 de IPNV " que se usé en los ejemplos a continuacion y se describe
en SEQ ID NO: 8.

La proteina de fusion entre las composiciones inmunogénicas rVP2 y rHLP se construy6é y expresé utilizando
materiales y métodos similares a los utilizados en las construcciones de vacunas de inmersion individuales y se
recuperé como cuerpos de inclusion de E. coli. La secuencia de la proteina de fusion como se emplea en los
presentes ejemplos se muestra en SEQ ID NO: 9.

Ejemplos

Ejemplo 1. Vacunacion por inmersion de alevines de salmén atlantico (Salmo salar) con vacunas de IPNV
monovalentes (rVP2 de IPNV) y vacunas de Flavobacterium psychrophilum (antigeno vacunal rHLP)-antigeno
vacunal VP2 de IPNV.

El objetivo principal de este estudio fue determinar si una vacuna de IPNV monovalente y una vacuna de Proteina
Similar a Histona (HLP) de F. psychrophilum:NP2 de IPNV bivalente, cuando se administraban por inmersién a
alevines de salmoén del Atlantico, podrian inducir una proteccion significativa contra una sensibilizacion letal con
IPNV. En este estudio, se probaron 2 dosis de una vacuna monovalente por inmersién de IPNV. Ademds, también se
evaluaron dos tipos de formulaciones bivalentes, para investigar si la inclusién de un componente vacunal de F.
psychrophilum interferiria en la proteccion contra IPNV. Los peces se adquirieron de Australis S.A. Farmed (Penaflor,
Chile), se probé que no tenian patégenos antes de su uso, y tenian un peso medio de aproximadamente 0,5 g en el
momento de la sensibilizacion. Los peces fueron alojados en tanques de 21 L hasta la seleccion aleatoria para la
vacunacion. Después de 1 semana de aclimatacion, todos los peces se transfirieron a matraces de 1 L y se
vacunaron con las vacunas como se describe en la Tabla 1, durante 2 minutos. Los vacunados fueron devueltos a
tanques de 21 L hasta la sensibilizacion. La sensibilizacion se produjo a 400 grados dia (un "grado dia" = °C x
nimero de dias en espera; 400 grados dia = 12°C x ~34 dias), y se realizé por inmersién en un tanque de 9 L
durante 2 horas. La cepa de sensibilizacion fue la cepa Sp de IPNV, recientemente aislada de Chile; se utilizaron 10°
ufp/ml de IPNV. Los grupos de control se sometieron a las mismas condiciones que los vacunados (es decir,
vacunacion en matraces de 1 L durante 2 minutos; sensibilizacién en tanques de 9 L durante 2 horas). Después de
la sensibilizacion, los peces fueron devueltos a tanques de 21 L, donde la temperatura del agua se mantuvo a 12
2°C. A los peces se les ofreci6 hasta 1% de peso corporal diariamente de forma manual de alimento apropiado para
peces.

Las vacunas (Tabla 1) se prepararon como sigue:

1) La proteina similar a histona de F. psychrophilum recombinante (rHLP) se expres6 como cuerpos de
inclusién insolubles en células de Escherichia coli BL21, que a continuacién se hicieron pasar a través de un
microfluidificador, y la proteina insoluble se purific6 parcialmente por centrifugacion. La suspension de proteinas se
almacen6 a 4-6°C en EDTA 0,5 mM. Se calcul6 que la concentracion de HLP en la suspensién de cuerpos de
inclusién (mediante SDS PAGE, densitometria de barrido y comparacion con los estandares BSA) era de 1,76 pg/ul.

2) La rHLP de F. psychrophilum recombinante tratada con &cido se expresdé como cuerpos de inclusién
insolubles, en 3 rondas de fermentador separadas. La suspension lavada final de los cuerpos de inclusién se tratd
para variar el pH con HCI concentrado, seguido de NaOH 10 N, para devolver el pH a 7. Las células se lisaron con
timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. Para concentrar la preparacion insoluble de los
cuerpos de inclusién y eliminar el timol, se filtr6 la suspensién de proteinas y se hicieron pasar 10 volumenes de
agua estéril a través de la unidad de filtracion. Se calculdé que la concentracién de HLP en la suspensién de los
cuerpos de inclusion era de 0,72 ug/ul.

3) Una proteina de fusion recombinante, que consistia en HLP de F. psychrophilum fusionada a VP2 de
IPNV, se expresé como cuerpos de inclusion insolubles en células E. coli BL21. Las células se lisaron con
timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. La proteina insoluble se purificé parcialmente por
centrifugacion y se resuspendié en solucion de timol/EDTA. La preparacion de los cuerpos de inclusién se lavo a
continuacion seis veces por centrifugacion para eliminar el timol, se resuspendié6 en EDTA estéril 0,05 mM y se
almaceno a 4-6°C. Se calculé que la concentracion de la proteina de fusién era de 10,02 pg/ul.

4) VP2 de IPNV recombinante se expresd como cuerpos de inclusién insolubles en células E. coli BL21. Las
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células se lisaron con timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. La proteina insoluble se
purificé parcialmente por centrifugacion y se resuspendié en solucién de timol/EDTA. La preparacion de los cuerpos
de inclusién se lavo a continuacion seis veces por centrifugacion para eliminar el timol, se resuspendié en EDTA
estéril 0,05 mM y se almacen6 a 4-6°C. Se calculd que la concentracion de la proteina VP2 de IPNV era de 10,90

Hg/ul.

Tabla 1. Formulaciones de vacunas.

Vacuna Composicion
A rVP2 de IPNV; 100 ug
B rVP2 de IPNV; 200 ug
C rVP2 de IPNV; 100 pg + rHLP de F. psychrophilum; 50 ug
D F. psychrophilum rHLPTPNV rVP2 (proteina de fusion); 124 ug

(equivalente molar a 100 pg de rVP2, 50 ug de rHLP) (SEQ ID NO: 9)

Para la construccion de las composiciones de vacuna de cuerpos de inclusion descritas anteriormente, un experto en
la técnica comprendera facilmente que ciertas caracteristicas se pueden reemplazar sin apartarse del espiritu de la
invencion. Por ejemplo, se pueden insertar secuencias lider alternativas y se pueden proporcionar epitopos de
células T adicionales o diferentes con los antigenos rHLP y/o rVP2.

Las formulaciones de vacuna en el Ejemplo 1 se administraron a concentraciones de la misma manera que se
describe a continuacion para el Ejemplo 2. Después de la sensibilizacion, se realizé un seguimiento de todos los
grupos durante 28 dias, momento en el que no hubo mortalidad durante 3 dias consecutivos en ninguno de los
grupos de sensibilizacién. Cada mortalidad se examind externamente para detectar indicaciones de la enfermedad.
Después de la observacion externa, los peces fueron necropsiados y examinados internamente. La confirmacion en
el cultivo de tejidos de la infeccidn por IPNV se realizé en un grupo de 5 peces de cada tanque al final del estudio.

El mismo dia de la sensibilizacién, se recogi6 y agrupé sangre de 20 peces por grupo, para aislar el suero. Los
ensayos de seroneutralizacion se llevaron a cabo en los sueros recogidos, para evaluar la respuesta de anticuerpos.

Este experimento se habria considerado nulo si se hubiera producido cualquiera de los siguientes supuestos:

(1) Si hubiera habido cualquier fallo en la instalacién de prueba que diera como resultado una mortalidad significativa
en los grupos de vacuna o en los grupos de control.

(2) Si se hubiera determinado que se habian producido desviaciones significativas del protocolo.
No se produjeron tales fallos.

Se calcul6 el porcentaje de mortalidad, a partir de aquellas mortalidades que se determin6é que se habian producido
como resultado del organismo de sensibilizacion, de la siguiente manera:

% Mortalidad = {1-(mortalidad debida a la sensibilizacion) / (total de peces sensibilizados)} x 100

El porcentaje relativo de supervivencia (PRS) se calcul6 al final del ensayo, cuando la mortalidad de control en los
peces infectados alcanzé >70%, utilizando la férmula descrita anteriormente.

PRS = {1 — (% mortalidad de los vacunados / % mortalidad de control)} x 100

Resultados

Ochenta y cinco peces por grupo fueron vacunados con cuatro vacunas diferentes por duplicado: 2 de una vacuna
VP2 de IPNV monovalente y 2 de una vacuna de F. psychrophilum rHLPTPNV rVP2 bivalente. No se observé
mortalidad durante la vacunacién. Todos los grupos de peces estaban sanos en el punto de sensibilizacién. Se
observd que los grupos de control eran mas activos y se alimentaban mejor, en comparaciéon con los grupos
vacunados.

El mismo dia de la sensibilizacién, se recogidé y agrup6 sangre y de 20 peces por grupo, y se aislo el suero. Las
respuestas de anticuerpos, evaluadas mediante ensayos de seroneutralizacion, mostraron que las vacunas de
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inmersion no provocaban una respuesta de anticuerpos detectable en alevines de salmoén atlantico.

Se sensibilizaron grupos de 65 peces por grupo de vacuna por duplicado con IPNV, con la excepcion de los grupos
de control negativo. Todos los peces fueron necropsiados. Todas las mortalidades por tanque se agruparon
(agrupamientos de hasta 5) y se analizaron para detectar IPNV. Todos los grupos sensibilizados por inmersion
dieron positivo para IPNV. La mortalidad acumulada y el porcentaje relativo de supervivencia (PRS) de cada grupo
de peces se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Mortalidad y PRS en grupos de 65 alevines de salmdn atlantico (0,5 g) sensibilizados con IPNV

Vacuna % de Mortalidad | % de Mortalidad %PRS % Mortalidad %PRS
Cumulativa Promedio (-) control (-) control
A 29
A 43 36 53 18 70
B 44
B 57 51 34 33 44
C 31
C 53 42 45 24 59
D 59
D 51 55 29 37 37
(-) control (15)*
(-) control (21)* 18 77 0 100
(+) control (74)*
(+) control (79)* 77 - 59 -

* Mortalidades en el grupo de control infectado (-) que dieron negativo a la presencia de IPNV

Los resultados del aislamiento del IPNV a partir de los agrupamientos de 5 peces por tanque al final del ensayo
confirmaron que los peces estaban infectados con el virus. Lo mismo se observé en las necropsias.

Los peces control (-) (no vacunados y no sensibilizados) alcanzaron niveles de mortalidad de 15% y de 21% al final
del ensayo (promedio = 18%). En estudios en peces mas grandes, la mortalidad normal de fondo alcanza
aproximadamente 5%. Se realizaron necropsias en todas las mortalidades, y no se confirmé infecciéon bacteriana o
viral en las mortalidades de control (-). Por lo tanto, se cree que este nivel de mortalidad de fondo se debe a una
compilacion de estrés durante el manejo y al pequefio tamafo del pez (0,5 g). Por lo tanto, esta mortalidad de fondo
se restd de todos los grupos con el fin del célculo de PRS, a pesar de que todos los demas grupos dieron positivo
para IPNV.

Conclusiones

La vacunacion por inmersiéon condujo a una disminucion de la mortalidad en todos los grupos de alevines de salmoén
atlantico. En grupos duplicados, la vacuna A (rVP2 de IPNV) proporcioné el nivel mas alto de proteccion en los
alevines de salmén atlantico, con un PRS promedio de 70%. La vacuna C (rVP2 de IPNV + rHLP de F.
psychrophilum) proporcion6 los segundos mejores resultados en general, con un PRS promedio de 59%. Los dos
niveles de dosis diferentes de la vacuna monovalente (rVP2 de IPNV) proporcionaron diferentes niveles de
proteccion, y el nivel de dosis méas bajo (Vacuna A) proporcion6 una mejor proteccion que el nivel de dosis mas alto
(Vacuna B). Las dos formulaciones bivalentes diferentes (Vacuna C; Vacuna D), administradas al mismo nivel de
dosis relativa, proporcionaron diferentes niveles de proteccién, ofreciendo la Vacuna C niveles de proteccion mas
altos que la Vacuna D.

Ejemplo 2 Vacunacion por inmersion de alevines de trucha arcoiris contra Flavobacterium psychrophilum.

Los objetivos de este estudio fueron evaluar la eficacia de una vacuna de proteina similar a histona (HLP) de F.
pyschrophilum recombinante (rHLP) en varias dosificaciones, asi como diferentes formulaciones bivalentes de un
Vacuna de HLP de F. psychrophilum recombinante (rHLP) y rVP2 de IPNV, todas como vacunas de inmersion en
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trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Los peces se adquirieron de Spring Valley Trout Farm (Langley, B.C.) y tenian pesos medios de 0,4 g, 0,6 gy 1,09
en el momento de la vacunacién. Se alojaron en un tanque exterior de 390 L durante 1 mes, hasta la seleccion
aleatoria para la pre-sensibilizacion y vacunacion. Las vacunas (Tabla 1) se prepararon como sigue:

1) La proteina similar a histona de F. psychrophilum recombinante (rHLP) se expres6 como cuerpos de
inclusién insolubles en células Escherichia coli BL21, que a continuacion se hicieron pasar a través de un
microfluidificador, y la proteina insoluble se purific6 parcialmente por centrifugacion. La suspension de proteinas se
almacen6 a 4-6°C en EDTA 0,5 mM. Se calculé que la concentracion de HLP en la suspension de los cuerpos de
inclusién (mediante SDS PAGE, densitometria de barrido y comparacion con los patrones de BSA) era de 1,76 pg/pl.

2) La rHLP recombinante de F. psychrophilum tratada con &cido se expresdé como cuerpos de inclusién
insolubles, en 3 rondas de fermentador separadas. La suspension lavada final de los cuerpos de inclusién se tratd
para variar el pH con HCI concentrado, seguido de NaOH 10 N, para devolver el pH a 7. Las células se lisaron con
timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. Para concentrar la preparacion insoluble de los
cuerpos de inclusién y eliminar el timol, se filtr6 la suspensién de proteinas y se hicieron pasar 10 volumenes de
agua estéril a través de la unidad de filtracion. Se calculdé que la concentracién de HLP en la suspensién de los
cuerpos de inclusion era de 0,72 ug/ul.

3) Una proteina de fusion recombinante, que consistia en HLP de F. psychrophilum fusionada a VP2 de
IPNV, se expresé como cuerpos de inclusion insolubles en células E. coli BL21. Las células se lisaron con
timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. La proteina insoluble se purificé parcialmente por
centrifugacion y se resuspendié en solucion de timol/EDTA. La preparacion de los cuerpos de inclusién se lavo a
continuacion seis veces por centrifugacion para eliminar el timol, se resuspendi6 en EDTA estéril 0,05 mM y se
almaceno a 4-6°C. Se calculé que la concentracion de la proteina de fusién era de 10,02 pg/ul.

4) VP2 de IPNV recombinante se expresd como cuerpos de inclusién insolubles en células E. coli BL21. Las
células se lisaron con timol/EDTA y se hicieron pasar a través de un microfluidificador. La proteina insoluble se
purificé parcialmente por centrifugacién y se resuspendié en solucion de timol/EDTA. La preparacion de los cuerpos
de inclusién se lavo a continuacion seis veces por centrifugacion para eliminar el timol, se resuspendié en EDTA
estéril 0,05 mM y se almacen6 a 4-6°C. Se calculd que la concentracion de la proteina VP2 de IPNV era de 10,90

Hg/ul.
Tabla 3

Vacuna Descripcion

1 rHLP de F. psychrophilum; 50 pug/ml (dosis baja)

2 rHLP de F. psychrophilum; 50 pg/ml (dosis baja) + 103 ug rVP2 de IPNV

3 rHLP de F. psychrophilum: r'VP2 de IPNV (proteina de fusion); 124 ug/ml (dosis baja)
4 rHLP de F. psychrophilum, tratada con &cido; 50 ug/ml (dosis baja)

5 rHLP de F. psychrophilum; 200 pug/ml (dosis alta)

6 rHLP de F. psychrophilum; 50 ug/ml (dosis baja); alevines pequerios

7 rHLP de F. psychrophilum; 50 ug/ml (dosis baja); alevines grandes

8 Control no tratado; alevines medianos

Los peces (120/grupo) se transfirieron a continuacion a tanques de 32,5 L. Los peces (30 a la vez) se vacunaron por
inmersion durante 2 minutos en 1 litro de agua sin cloro que contenia preparaciones de vacuna recombinante de
cuerpos de inclusion. Durante las vacunas estuvieron presentes piedras difusoras. Las concentraciones de las
preparaciones de cuerpos de inclusiéon se midieron barriendo un gel SDS-PAGE y comparandolo con los patrones de
BSA. Los peces fueron devueltos a los tanques de 32,5 L, y permanecieron alli hasta que fueron sensibilizados. La
temperatura del agua se mantuvo constante a 12 + 1°C, y el flujo continuo de agua a 1,0 lpm.
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Los peces fueron sensibilizados por inmersién después de -408 grados dia ("dd"; grados dia = °C multiplicado por el
nuamero de dias en espera); se realizd una sensibilizacién repetida a -588 dd. La cepa de sensibilizacién de F.
psychrophilum (cepa C594) se cultivé a partir de material congelado en agar a 15°C. Después de 6 dias de
incubacién a 15°C, las células se rasparon de las placas y se resuspendieron en solucién salina estéril a 15°C. Las
células fueron resuspendidas a una DOsoo final de 8,4, y mantenidas a 15°C. Antes de la sensibilizacién, los peces
se anestesiaron y se transfirieron a una mesa, colocandolos sobre su lado derecho, cabeza hacia la izquierda, con el
lado izquierdo hacia arriba. Se limpié la mucosidad del area del pedunculo con una cuchilla de bisturi limpia que se
mantuvo a 45°, limpiando 3 veces de izquierda a derecha desde debajo de la aleta adiposa hasta la base de la cola.
Después de este tratamiento, se transfirieron al tanque de inmersién de 1L. Una vez que todos los peces por grupo
estaban en el tanque de inmersion, se afadié F. psychrophilum a una ODesoo final de 0,1. Se suministr6 aire al
tanque, y los peces permanecieron en la suspension que contenia F. psychrophilum durante 1 hora, después de lo
cual se transfirieron a tanques de sensibilizacion de 14,3 litros.

Se realizé un seguimiento de los peces durante 14 dias, hasta que no se observdé mortalidad en ninguno de los
grupos durante 3 dias consecutivos. A los peces se les ofrecid 1% de su peso corporal al dia (excepto 24 horas
antes y después de moverlos, y durante la sensibilizaciéon) de BioClark Fry Feed (Longview, WA). Se realizaron
necropsias en aproximadamente 70% de las mortalidades que se produjeron. El tejido renal de la mortalidad se
extendié sobre agar para cultivar el organismo de sensibilizacién. El porcentaje relativo de supervivencia (PRS) se
calculd de la siguiente manera:

PRS = {1 — (% mortalidad de los vacunados / % mortalidad de control)} x 100

Resultados

La vacunacién de alevines pequefios (0,4 g) dio como resultado un PRS negativo, mientras que la vacunacion de
alevines medianos (0,6 g) y grandes (1,0 g) dio como resultado proteccién (Tabla 4). La dosis alta de vacuna
monovalente en alevines de tamafio mediano produjo una mortalidad promedio de 12% (10% y 13%), en
comparaciéon con la mortalidad de 35% (23% y 47%) en el grupo de dosis baja. Los alevines grandes (1 g en la
vacunacion) parecieron funcionar muy bien con la vacuna de dosis baja. Sin embargo, se necesita un gran control de
alevines para descartar el efecto del tamafo sobre la sensibilizacion. Se utilizaron peces de tamafo mediano para
calcular el PRS, ya que este era el tamafio del Unico grupo de control.

Discusion

Los alevines grandes recibieron solo la vacuna de dosis baja, pero parecieron tener el mejor rendimiento general.
Dos posibles explicaciones son que: (1) Los peces vacunados de 1 g son capaces de generar una respuesta
inmunitaria méas eficaz que los peces vacunados de 0,6 g, y por lo tanto responden mucho mejor a la vacuna de
dosis baja; o (2) A los alevines mas grandes les va mejor durante la sensibilizacion en comparacion con los controles
de tamano mediano. En el momento de la sensibilizacion, los alevines grandes tenian un tamafio mucho mas
cercano a los controles no sometidos a tratamiento previo de tamario mediano (2,3 g frente a 2,1 g a 588 dd, 10%
mas grandes; 1,9 g frente a 1,6 g a 408 dd, 19% mas grandes) de lo que eran en el momento de la vacunacion (1 g
frente a 0,6 g, 67% mas grandes). Los peces de tamafio mediano se vacunaron con la vacuna de rHLP de dosis baja
(50 ug/ml) o alta (200 ug/ml). Cuando fueron sensibilizados a 408 dd, los grupos de dosis altas funcionaron mucho
mejor, con valores de PRS de 77% y 69%, en comparacién con 46% y -8%.

No se observé interferencia negativa cuando se mezclé un segundo antigeno (rVP2 de IPNV) con el antigeno rHLP
de Flavobacterium. De hecho, la mezcla, que contenia méas proteina en general, pero la misma dosis de rHLP,
parecia proporcionar una mayor proteccion que la rHLP monovalente sola, con valores de PRS de 69% y 46% para
la mezcla, en comparacion con 46% y 53% de PRS para la monovalente a 408 dd. Sin embargo, los resultados para
la proteina de fusion fueron desiguales, con valores de PRS de 62% y 8% a 408 dd.

Tabla 4. Efecto de la vacunacién sobre % de mortalidad y PRS.

Sensibilizacion a 408 dd* Sensibilizacion a 538 dd
Vacuna Tamano de Tamaino de la % PRS Tamaino de la % PRS
vacunacion (g) | sensibilizacion (g) |Mortalidad sensibilizacion (g) |Mortalidad
(pre- : 17 50 :
sensibilizacién) ’
8 0,6 1,6 50 - 2.1 16 -
8 0,6 1,6 37 - 2.1 28 -
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Sensibilizacion a 408 dd*

Sensibilizacion a 538 dd

Vacuna va-lt-:?.lnr.:::?i(:')r(:?g) se::inl;ia:iﬁz:gigl:a(g) Morlztiidad PRS se::inl;ia:iﬁz:gigl:a(g) Morlztiidad PRS
7 1 1,9 3 92 2,3 4 82
7 1 1,9 0 100 2,3 4 82
1 0,6 1,6 23 46 1,8 32 -45
1 0,6 1,6 47 53 1,8 16 27
6 0,4 1,2 60 -38 1,5 68 -209
6 0,4 1,2 63 -46 1,5 64 -191
4 0,6 1,6 7 85 1,9 32 -45
4 0,6 1,6 33 23 1,9 8 64
5 0,6 1,6 10 77 2,0 0 100
5 0,6 1,6 13 69 2,0 16 27
2 0,6 1,6 13 69 1,8 12 45
2 0,6 1,6 23 46 1,8 24 -9
3 0,6 1,6 17 62 1,7 48 -118
3 0,6 1,6 40 8 1,7 24 -9

* Tamano de la sensibilizacién a 408 dd medido a partir de alevines sobrantes en el mismo grupo 4 dias después de

la sensibilizacién
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<110> Zoetis LLC Zoetis LLC

<120> VACUNAS DE INMERSION EN SUBUNIDADES PARA PECES
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<151> 26-09-2012

<160>9

<170> PatentIn versién 3.4

<210> 1
<211> 270
<212> DNA
<213> Flavobacterium sp.
<400> 1
atgaacaaat cagatttaat cgatgcaatg
gctaaagctg ctttagactc tttaacgaat
aaagttgett tagttggatg gggaacttgg
agaaatccac aaacaggagc cgaaattaat
gctggagectg gattaagtga tgctgtaaac
<210> 2
<211>90
<212> PRT
<213> Flavobacterium sp.
<400> 2
Met Asn Lys Ser Asp Leu Ile Asp
1 5
Ser Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala
20
Thr Ala Thr Leu Lys Lys Gly Asp
35 40
Thr Trp Ser Val Ser Gln Arg Ala
50 55
Thr Gly Ala Glu Ile Asn Ile Ala
65 70
Ala Gly Ala Gly Leu Ser Asp Ala
85
<210> 3
<211> 273
<212> DNA

<213> Flavobacterium sp.

<400> 3

ES 2792124 T3

LISTA DE SECUENCIAS

gctgcectgatg
aatattaccg
tctgtatcac

attgctgcta

Ala Met Ala

Leu Ser

25

Asp

Lys Val Ala

Ala Arg Thr

Ala Asn

75

Lys

Val Asn

90

caggaatttc
ctactttaaa
aaagagctgce

aaaatgtagt

Ala Asp

Thr

Leu

val
45

Leu

Gly
60

Arg

Val val

21

Ala

Asn

Gly

Asn

Lys

aaaggctgct
gaaaggtgat
taggactggt

taagtttaaa

Gly Ile

Asn Ile

Trp Gly

Pro Gln

Phe Lys

80

60

120

180

240
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atgaacaaat
gcaaaggctg
aaagttgcett
agaaatcccc
gcaggtgctg
<210> 4

<211> 91
<212> PRT

cagatttaat
cattagagtc
tagtaggatt
aaacagggaa

aattagaaat

<213> Flavobacterium sp.

<400> 4

cgatgctatg
atttttaagt
cggatcatgg
cactattaaa

agcagtaaat

Met Asn Lys Ser Asp Leu Ile Asp

1

5

Thr Lys Ala Ala Ala Lys Ala Ala

20

Glu Gly Thr Leu Ser Lys Gly Gly

35

40

Ser Trp Ser Val Ser Thr Arg Ala

50

55

Thr Gly Asn Thr Ile Lys Ile Glu
70

65

Ala Gly Ala Glu Leu Glu Ile Ala

<210>5
<211> 258
<212> DNA

85

<213> Flavobacterium sp.

<400> 5
atgaacaaat

gccaaattag
agagtttctc

agaaacccac
gcaggtgctg
<210> 6

<211> 86
<212> PRT

ES 2792124 T3

gctgetgatg

aatgttgaag

tcagtatcta

attgaagcta

aaa

Ala

Leu

25

Lys

Ala

Ala

val

Met
10

Glu

Val

Lys

Asn
90

Ala

Ser

Ala

Glu

Asn

75

Lys

cagatttaat cgatgcaatg tcagcttcag

ccttagaatec atttttagge aatattgaag

tagttggatt tggatcttgg tctgtatcta

aaacaggagc aacaattaaa attgctgcta

aattagaa

<213> Flavobacterium sp.

<400> 6

caggaattac taaagctgct
gaactttaag taaaggtggt
caagagcggc tagagaagga

aaaacgtagt aaaatttaaa

Ala Asp Ala Gly Ile
15

Phe Leu Ser Asn Val
30

Leu Val Gly Phe Gly
45

Gly Arg Asn Pro Gln
60

Val val Lys Phe Lys
80

ctggaattac aaaagctgct
aaactttgca aaaaggtgga
acagagctgc aagagacgga

aaaacgtagt gaaatttaaa

22

60

120

180

240

273

60

120

180

240

258



10

ES 2792124 T3

Met Asn Lys Ser Asp Leu Ile Asp Ala Met Ser

Thr Lys Ala Ala Ala Lys Leu Ala Leu Glu Ser
20 25

Glu Glu Thr Leu Gln Lys Gly Gly Arg Val Ser
35 40

Ser Trp Ser Val Ser Asn Arg Ala Ala Arg Asp

Thr Gly Ala Thr Ile Lys Ile Ala Ala Lys Asn
65 70 75

Ala Gly Ala Glu Leu Glu

85
<210>7
<211> 198
<212> PRT
<213> flavobacterium psychrophilum
<400>7
Met Ser Val Glu Phe Tyr Asn Ser Asn Lys Ser
1 5 10

Ile Thr Pro Ile Ile Lys Ile Thr Asn Thr Ser
20 25

Leu Asn Asp Val Lys Val Arg Tyr Tyr Tyr Thr

Gly Gln Thr Phe Trp Cys Asp His Ala Gly Ala
50 55

Tyr Val Asp Asn Thr Ser Lys Val Thr Ala Asn
65 70 75

Ala Ser Pro Thr Ser Thr Tyr Asp Thr Tyr Leu
85 90

Ala

Phe

Leu

Gly

Val

Ala

Asp

Ser

Leu

60

Phe

Asp

23

Ser

Leu

val

45

Arg

vVal

Gln

Ser

Asp

45

Leu

Val

Pro

Ala

Gly

30

Gly

Asn

Lys

Thr

Asp

30

Gly

Gly

Lys

Ser

Gly

15

Asn

Phe

Pro

Phe

Asn

15

Leu

Thr

Asn

Glu

His
95

Ile

Ile

Gly

Gln

Lys
80

Ser

Asn

Gln

Ser

Thr

80

Met



10

Leu

Met

Thr

Glu

145

Ser

Thr

Ala

Ser

Asn

Lys

130

Glu

Trp

Gly

Gly

<210>8

<211> 397

Glu

Lys

115

Ala

Thr

Ser

Ala

Ala
195

<212> PRT

<213> sintético

<400> 8
Met Ser Val

1

Ile

Leu

Gly

Tyr

65

Ala

Gln

Thr

Asn

Gln

50

val

Ser

Tyr

Pro

Asp

Thr

Asp

Pro

Ile

Ile

100

Ser

Ala

Leu

val

Thr

180

Glu

Glu

Ile

20

Vval

Phe

Asn

Thr

Lys
100

Lys

Asp

Ala

Gln

Ser

165

Ile

Leu

Phe

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

85

Ala

Gly

Leu

Lys

Lys

150

Asn

Lys

Glu

Tyr

Lys

val

Cys

Ser

70

Thr

Asn

Val

Ile

Leu

135

Gly

Arg

Ile

Asn

Ile

Arg

Asp

55

Lys

Tyr

Ser

Ile

Asp

120

Ala

Gly

Ala

Ala

Ser

Thr

Tyr

40

His

Val

Asp

Lys
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vVal

105

Ala

Leu

Arg

Ala

Ala
185

Asn

Asn

25

Tyr

Ala

Thr

Thr

Phe
105

His

Met

Glu

Val

Arg

170

Lys

Lys

10

Thr

Tyr

Gly

Ala

Tyr

90

Ile

Arg

Ser

Ser

Ser

155

Asp

Asn

Ser

Ser

Thr

Ala

Asn

75

Leu

Gly

Leu

Ala

Phe

140

Leu

Gly

Val

Ala

Asp

Ser

Leu

60

Phe

Asp

Ile

24

Glu

Ser

125

Leu

val

Arg

vVal

Gln

Ser

Asp

45

Leu

Val

Pro

Thr

Gly

110

Ala

Gly

Gly

Asn

Lys
190

Thr

Asp

30

Gly

Gly

Lys

Ser

Glu
110

Val

Gly

Asn

Phe

Pro

175

Phe

Asn

15

Leu

Thr

Asn

Glu

His

95

Leu

Ile

Ile

Ile

Gly

160

Gln

Lys

Ser

Asn

Gln

Ser

Thr

80

Met

Ile
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Met Leu Ser Glu Ile Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val
115 120 125

Ile Met Asn Thr Asn Lys Ala Thr Ala Thr Tyr Leu Lys Ser Ile Met
130 135 140

Leu Pro Glu Thr Gly Pro Ala Ser Ile Pro Asp Asp Ile Thr Glu Arg
145 150 155 160

His Ile Leu Lys Gln Glu Thr Ser Ser Tyr Asn Leu Glu Val Ser Glu
165 170 175

Ser Gly Ser Gly Ile Leu Val Ser Phe Pro Gly Ala Pro Gly Ser Arg
180 185 190

Ile Gly Ala His Tyr Arg Trp Asn Ala Asn Gln Thr Gly Leu Glu Phe
195 200 205

Asp Gln Trp Leu Glu Thr Ser Gln Asp Leu Lys Lys Ala Phe Asn Tyr
210 215 220

Gly Arg Leu Ile Ser Arg Lys Tyr Asp Ile Gln Ser Ser Thr Leu Pro
225 230 235 240

Ala Gly Leu Tyr Ala Leu Asn Gly Thr Leu Asn Ala Ala Thr Phe Glu
245 250 255

Gly Ser Leu Ser Glu Val Glu Ser Leu Thr Tyr Asn Ser Leu Met Ser
260 265 270

Leu Thr Thr Asn Pro Gln Asp Lys Val Asn Asn Gln Leu Val Thr Lys
275 280 285

Gly Val Thr Val Leu Asn Leu Pro Thr Gly Phe Asp Lys Pro Tyr Val
290 295 300

Arg Leu Glu Asp Glu Thr Pro Gln Gly Leu Gln Ser Met Asn Gly Ala
305 310 315 320

Lys Met Arg Ser Thr Ala Ala Ile Ala Pro Arg Arg Tyr Glu Ile Asp
325 330 335

Leu Pro Ser Gln Arg Leu Pro Pro Val Thr Ala Thr Gly Ala Leu Thr
340 345 350

Thr Leu Tyr Glu Gly Asn Ala Asp Ile Val Asn Ser Thr Thr Val Thr
355 360 365

Gly Asp Ile Asn Phe Ser Leu Ala Glu Gln Pro Ala Val Glu Thr Lys
370 375 380

Phe Asp Lys Lys Lys Ala Lys Lys Lys Gln Leu Ile Asn
385 390 395

<210>9
25



<211> 482
<212> PRT
<213> sintético

<400>9
Met Ser Val
1

Ile Thr Pro

Leu Asn Asp
35

Gly Gln Thr
50

Tyr Val Asp
65

Ala Ser Pro

Gln Tyr Ile

Met Leu Ser
115

Ile Met Asn
130

Leu Pro Glu
145

His Ile Leu

Ser Gly Ser

Glu

Ile

20

Val

Phe

Asn

Thr

Lys

100

Glu

Thr

Thr

Lys

Gly

Phe

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser

85

Ala

Ile

Asn

Gly

Gln

165

Ile

Tyr

Lys

Val

Cys

Ser

70

Thr

Asn

Lys

Lys

Pro

150

Glu

Leu

Asn

Ile

Arg

Asp

55

Lys

Tyr

Ser

Gly

Ala

135

Ala

Thr

Vval

Ser

Thr

Tyr

40

His

Val

Asp

Lys

val

120

Thr

Ser

Ser

Ser
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Asn

Asn

25

Tyr

Ala

Thr

Thr

Phe

105

Ile

Ala

Ile

Ser

Phe

Lys

10

Thr

Tyr

Gly

Ala

Tyr

90

Ile

val

Thr

Pro

Tyr

170

Pro

Ser

Ser

Thr

Ala

Asn

75

Leu

Gly

His

Tyr

Asp

155

Asn

Gly

Ala

Asp

Ser

Leu

60

Phe

Asp

Ile

Arg

Leu

140

Asp

Leu

Ala

26

Gln

Ser

Asp

45

Leu

val

Pro

Thr

Leu

125

Lys

Ile

Glu

Pro

Thr

Asp

Gly

Gly

Lys

Ser

Glu

110

Glu

Ser

Thr

Val

Gly

Asn

15

Leu

Thr

Asn

Glu

His

95

Leu

Gly

Ile

Glu

Ser

175

Ser

Ser

Asn

Gln

Ser

Thr

80

Met

Ile

val

Met

Arg

160

Glu

Arg



Ile

Asp

Gly

225

Ala

Gly

Leu

Gly

Arg

305

Lys

Leu

Thr

Gly

Phe

385

Asp

Ala

Gly

Gln

210

Arg

Gly

Ser

Thr

Val

290

Leu

Met

Pro

Leu

Asp

370

Asp

Leu

Lys

Ala
195

Trp

Leu

Leu

Leu

Thr

275

Thr

Glu

Arg

Ser

Tyr

355

Ile

Lys

Ile

Leu

180

His

Leu

Ile

Tyr

Ser

260

Asn

Val

Asp

Ser

Gln

340

Glu

Asn

Lys

Asp

Ala
420

Tyr

Glu

Ser

Ala

245

Glu

Pro

Leu

Glu

Thr

325

Arg

Gly

Phe

Lys

Ala

405

Leu

Arg

Thr

Arg

230

Leu

val

Gln

Asn

Thr

310

Ala

Leu

Asn

Ser

Ala

390

Met

Glu

Trp

Ser

215

Lys

Asn

Glu

Asp

Leu

295

Pro

Ala

Pro

Ala

Leu

375

Lys

Ser

Ser

Asn

200

Gln

Tyr

Gly

Ser

Lys

280

Pro

Gln

Ile

Pro

Asp

360

Ala

Lys

Ala

Phe
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185

Ala

Asp

Asp

Thr

Leu

265

val

Thr

Gly

Ala

Val

345

Ile

Glu

Lys

Ser

Leu
425

Asn

Leu

Ile

Leu

250

Thr

Asn

Gly

Leu

Pro

330

Thr

Val

Gln

Gln

Ala

410

Gly

Gln

Lys

Gln

235

Asn

Tyr

Asn

Phe

Gln

315

Arg

Ala

Asn

Pro

Leu

395

Gly

Asn

Thr

Lys

220

Ser

Ala

Asn

Gln

Asp

300

Ser

Arg

Thr

Ser

Ala

380

Ile

Ile

Ile

27

Gly

205

Ala

Ser

Ala

Ser

Leu

285

Lys

Met

Tyr

Gly

Thr

365

val

Met

Thr

Glu

190

Leu

Phe

Thr

Thr

Leu

270

val

Pro

Asn

Glu

Ala

350

Thr

Glu

Asn

Lys

Glu
430

Glu

Asn

Leu

Phe

255

Met

Thr

Tyr

Gly

Ile

335

Leu

val

Thr

Lys

Ala

415

Thr

Phe

Tyr

Pro

240

Glu

Ser

Lys

Val

Ala

320

Asp

Thr

Thr

Lys

Ser

400

Ala

Leu
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Gln Lys Gly Gly Arg Val Ser Leu Val Gly Phe Gly Ser Trp Ser Val
435 440 445

Ser Asn Arg Ala Ala Arg Asp Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly Ala Thr
450 455 460

Ile Lys Ile Ala Ala Lys Asn Val Val Lys Phe Lys Ala Gly Ala Glu
465 470 475 480

Leu Glu
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna de inmersion para inmunizar un pez contra infecciones por Flavobacteriaceae que comprende al
menos un antigeno aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

2. La vacuna de inmersion de la reivindicacion 1, en donde el antigeno es un antigeno recombinante.

3. La vacuna de inmersiéon de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde la composicion comprende
adicionalmente al menos un segundo antigeno aislado diferente.

4. La vacuna de inmersién de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la vacuna consiste en
antigenos recombinantes.

5. La vacuna de inmersiéon de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la vacuna no contiene
patégenos vivos atenuados o inactivados.

6. La vacuna de inmersién de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente al
menos un agente adicional.

7. La vacuna de inmersion de la reivindicacién 6, en donde el al menos un agente adicional es una bacterina o un
virus vivo atenuado o inactivado.

8. La vacuna de inmersion de la reivindicacion 6, en donde el agente adicional se selecciona del grupo que consiste
en Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum, Vibrio
salmonicida, Renibacterium salmoninarum, virus de la necrosis hemopoyética infecciosa (IHNV), virus de la anemia
infecciosa del salmén (ISAV), virus de la enfermedad del pancreas (PDV) en particular, alfavirus del salmén (SAV),
virus de la viruela del salmon y virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV).

9. Una vacuna de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en la inmunizacién de un pez contra una
infeccion por Flavobacteriaceae, en donde la inmunizacién comprende sumergir el pez en la vacuna.
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