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DESCRIPCION

Composicion inmunogénica para la prevenciéon de la tenacibaculosis marina causada por
Tenacibaculum maritimum y Tenacibaculum soleae en peces, procedimiento de obtencion y

uso

SECTOR TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion esti relacionada con la industria acuicola y consiste en una
composicién inmunogénica bivalente, su procedimiento de obtencidén y su uso para prevenir

la tenacibaculosis marina causada por Tenacibaculum maritimum y Tenacibaculum soleae.

ESTADO DE LA TECNICA

La tenacibaculosis marina (sinénimo flexibacteriosis marina) es una de las enfermedades
bacterianas méas importantes que afecta fundamentalmente a peces marinos a nivel mundial.
La enfermedad afecta a una gran variedad de peces marinos y anadromos de gran valor
comercial como el salmén atlantico, rodaballo, lenguado, lubina europea, y dorada en
Europa, América, Asia y Oceania (Avendafio-Herrera y col., 2006; Fernandez-Alvarez y
Santos, 2018; Santos y col.,1999; Toranzo y col., 2005). Estudios recientes (LeBreton, 2019)
han puesto de manifiesto que la tenacibaculosis es, junto con la vibriosis, una de las
enfermedades mas importantes que afecta a los cultivos de peces marinos en Europa. Esta
patologia causa mortalidades que pueden llegar a superar el 20%, en los cultivos de
especies marinas de gran valor comercial como el rodaballo, lenguado, lubina, dorada,
besugo y salmén del Atlantico, cuyo volumen de produccién mundial en los ultimos afios ha
ascendido a 1.985.165 t, con un valor comercial de 10.871 millones de euros (FAO, 2020), lo

gque ha generado gran alarma en el sector productivo.

Los signos caracteristicos de la enfermedad son lesiones ulcerativas sobre la piel de los
peces, hemorragias y degradacion del tejido de las aletas, que acaban produciendo la
muerte de los peces o el deterioro de su aspecto externo, imposibilitando su

comercializacion (Fernandez-Alvarez y Santos, 2018a).

Tenacibaculum maritimum ha sido considerado hasta hace poco el principal agente causal

de la tenacibaculosis (Avendafio- Herrera y col., 2006; Cepeda y Santos 2002; Fernandez-

Alvarez y Santos, 2018; Santos y col., 1999; Toranzo y col., 2005), en la mayor parte de
2
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especies de peces en cultivo. Sin embargo, en la actualidad, T. maritimum representa solo el
50% de las cepas aisladas de los casos clinicos (Arnaud y col., 2018). Desde el afio 2008,
se han descrito otras especies del género Tenacibaculum como Tenacibaculum soleae,
Tenacibaculum discolor, Tenacibaculum dicentrarchi y Tenacibaculum gallaicum, como
agentes causantes de mortalidad en rodaballo y lenguado cultivados en Galicia (Pifieiro-
Vidal y col.,, 2007; Pifieiro-Vidal y col., 2008 a y b, Pifeiro-Vidal y col.,, 2012), y
Tenacibaculum finnmarkense como agente causal de tenacibaculosis en salmones
cultivados en Noruega (Smage y col., 2016). Desde entonces la especie T. soleae ha sido
aislada a partir de otras especies de peces como lubina (Castro y col.,, 2014), salmén
Atlantico, rombo y acedia (Lépez y col., 2010) en diferentes areas geograficas y de ostra del
Pacifico en Italia (Burioli y col., 2018). Actualmente T. maritimum y T. soleae son las
principales especies causantes de tenacibaculosis en peces de interés comercial (lubina,
dorada, rodaballo y lenguado) en Espafia. (Castro y col., 2014; Fernandez-Alvarez y Santos,
2018; Toranzo y col, 2005).

El tratamiento de la tenacibaculosis se realiza mediante la administracion de antimicrobianos
en la dieta, generalmente en combinacién con desinfectantes externos (Avendafio-Herrera y
col., 2006b). No obstante, el uso de antimicrobianos para el control de enfermedades en
peces se encuentra limitado por restricciones, cada vez mas elevadas, sobre el empleo de
antibiéticos en la acuicultura, asi como por la rapida adquisicion de resistencias a los
farmacos observada en estas bacterias (Santos y col., 1999; Avendafo-Herrera y col., 2008;
Van Gelderen y col., 2009). La alternativa mas prometedora al uso de antimicrobianos es la

prevencién de la enfermedad mediante el uso de vacunas eficaces.

Para la prevencion de la tenacibaculosis marina en peces se han evaluado a nivel
experimental varias vacunas monovalentes anti-T. maritimum (Pazos, 1997; Romalde y col.,
2005; Van Gelderen y col., 2009). Sin embargo, sélo la vacuna Icthiovac-Tm (Laboratorios
HIPRA), desarrollada por nuestro grupo de investigacion (Santos y col., 1999; Santos y
Pazos, 2000, patente ES 2 139 549 B1), esta disponible comercialmente para la prevencion
de la enfermedad en rodaballo. La vacuna administrada por inyeccion intraperitoneal en
rodaballos confiere niveles de proteccién frente a T. maritimum, expresados como
porcentaje de supervivencia relativa (RPS) superiores al 90% (Santos Rodriguez and Pazos
Alvarez, 2000). El uso rutinario de esta vacuna en piscifactorias de rodaballo ha reducido la
incidencia de la tenacibaculosis causada por T. maritimum serotipo O2 (Garcia-Carballas,
2018). Sin embargo, no se ha evaluado la eficacia de esta vacuna en la prevencion de la
tenacibaculosis causada por T. maritimum en otras especies de peces de interés comercial
3
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(dorada, lubina, lenguado o salmén) y se desconoce si dicha vacuna confiere proteccion
cruzada frente a otros serotipos de T. maritimum o frente a las otras especies de
Tenacibaculum patégenas para peces. Ademas, estudios serolégicos previos (Pifieiro-Vidal,
2008) han demostrado la falta de relacibn antigénica entre cepas de T. maritimum de
diferentes serotipos y entre T. maritimum y las especies T. soleae, T. discolor y T. gallaicum
(Fernandez-Alvarez y col, 2018; Pifieiro-Vidal y col., 2007; Pifieiro-Vidal, 2008), sugiriendo
que la vacuna anti-T.maritimum (ICTHIOVAC-TM) no conferiria proteccién frente a dichas

bacterias.

Todo lo expuesto pone de manifiesto la necesidad de desarrollar una composicion
inmunogénica para la prevencion eficaz de la tenacibaculosis marina causada por T.

maritimum y T. soleae.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con la industria acuicola, particularmente se
relaciona con una composicién inmunogénica bivalente que comprende las cepas CECT
30394 de T. maritimum y CECT 30393 de T. soleae, depositadas en la Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT), para el control y la prevencion de la tenacibaculosis marina en

peces, el procedimiento de produccién y el uso de esta.

Las cepas depositadas presentan las caracteristicas tipicas de la especie Tenacibaculum,
siendo bacilos filamentosos Gram negativos, oxidasa y catalasa positivos, reductores de
nitratos, e incapaces de producir acido sulfhidrico. Son ademas negativas para las pruebas
del indol y Voges-Proskauer. La cepa de la especie T. maritimum presenta ademas
actividades amilasa, tripsina y quimiotripsina que estan ausentes en la cepa de T. soleae.
Las especies T. maritimum y T. soleae son homogéneas a nivel fenotipico y presentan
variabilidad serolégica y genética (Fernandez-Alvarez y Santos 2018; Fernandez-Alvarez,
2019, Santos y col. 1999).

La administracion por inmersién de los peces en la composicion diluida 1:1000 en agua de
mar (2 bafios de 2 minutos, separados por un intervalo de cuatro semanas) o por inyeccion
(dosis de 0,1 mL/pez) confiere a los peces niveles de proteccion elevados (RPS=70-100%)

frente a la tenacibaculosis marina causada por ambas especies patdgenas
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Esta composicion inmunogénica desarrollada supone una ventaja con respecto a las
vacunas monovalentes experimentales descritas o la vacuna comercial ICTHIOVAC-TM ya

que permite:

1) Mejorar la cobertura antigénica al incluir cepas de las especies T. maritimum y T. soleae,

principales causantes de tenacibaculosis a nivel mundial.

2) Proteger frente a la tenacibaculosis causada por T. maritimum y T. soleae a especies de

peces de gran interés comercial.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a las cepas T. maritimum y T. soleae

depositadas en la CECT con namero de registro 30394 y 30393, respectivamente.

En un segundo aspecto, esta invencidon se refiere a una composicion inmunogénica que
comprende las cepas CECT 30394 y CECT 30393 inactivadas. Por cepas inactivadas se
entienden aquellas cepas que han sido sometidas a un tratamiento fisico o quimico que las

transforma en una forma incapaz de replicarse.

En una realizacion preferida, la composiciébn inmunogénica tiene una concentracion de las
cepas inactivadas de entre 5x10° y 5x10'° células/mL de composicion final.
Preferentemente, la composicion inmunogénica comprende células bacterianas de las cepas

inactivas a una concentracion de 3x10% células/mL.

Un tercer aspecto de la invenciébn se refiere a una composicidbn inmunogénica que
comprende las cepas CECT 30394 y CECT 30393 inactivadas y, adicionalmente, al menos,
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Preferentemente un adyuvante, que se puede
seleccionar de entre cualquiera de los siguientes: compuestos oleosos como el adyuvante
de Freund completo (FCA), adyuvante de Freund incompleto (FIA), Eolane 130, Montanide
ISA y Titermax, compuesto inorganicos como alginatos, sales de aluminio y potasio (fosfato
de aluminio y potasio e hidréxido de aluminio), nanoparticulas PLGA, liposomas,
microesferas biodegradables, complejos inmunoestimulantes (ISCOMs) como saponinas,
fosfolipidos, patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPsS) como
oligodeoxinucleodtidos CpG ODN, flagelina, polisacaridos bacterianos (LPS) y otros agentes
moduladores de la respuesta inmune como levamisol, Mycobacterium bovis, Mycobacterium

butyricum, Mycobacterium chenolae, paredes celulares de micobacteria, quimiocinas,
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quitosano, sesquioleato de sorbitano, vitamina C, vitamina E, o cualquier combinacion de los

mismos.

En esta memoria descriptiva se entiende por adyuvante cualquier agente que incorporado a
una vacuna estimula el sistema inmunitario, aumentando la magnitud, amplitud y duracion

de la respuesta inmunitaria.

La composicion se puede presentar bajo cualquier forma de administracién clinicamente
permitida y en una cantidad terapéuticamente efectiva. Preferentemente, la administracion
se realiza por inmersion o inyeccion. La cantidad terapéuticamente efectiva administrada por
inyeccién oscila entre 0,05 y 0,2 mL por pez. Preferentemente, la cantidad terapéutica
efectiva es de 0,1 mL por pez. La dilucion terapéuticamente efectiva administrada por
inmersién oscila entre 1:500 y 1:1000. Preferentemente, la dilucién terapéutica efectiva es
1:1000.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a la composicién inmunogénica de la presente
invencién para su uso en animales, especificamente en peces. Preferiblemente en salmoén
atlantico (Salmo salar), salmén del pacifico (Oncorhynchus kisutch), trucha (Oncorhynchus
mykiss), rodaballo (Scophthalmus maximus), lenguado (Solea solea y Solea senegalensis),
lubina europea (Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata), besugo (Pagellus
bogaraveo), bacalao (Gadus morhua), rombo (Scophthalmus rhombus) y/o acedia

(Dicologlossa cuneata).

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a las cepas CECT 30394 y CECT
30393 en una composicion farmacéutica de la presente invencién o0 en una composicion
veterinaria de la presente invencidén para su uso como vacuna en la prevencion y el control

de la tenacibaculosis marina.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a las cepas CECT 30394 y CECT 30393 en
una composicion farmacéutica de la presente invencion o0 en una composicion veterinaria de
la presente invencidn para su uso en la fabricacion de un medicamento para la prevencion

y/o control de la tenacibaculosis marina.

Otro aspecto de la invencién se refiere al anticuerpo obtenido tras la inmunizacién de un

animal con esta composicion inmunogénica para su uso en la prevencion y/o control de la

tenacibaculosis marina. Preferentemente el animal empleado para la inmunizacién es un
6
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pez, que se puede seleccionar de entre cualquiera de los siguientes: salmoén atlantico
(Salmo salar), salmon del pacifico (Oncorhynchus kisutch), trucha (Oncorhynchus mykiss),
rodaballo (Scophthalmus maximus), lenguado (Solea solea y Solea senegalensis), lubina
europea (Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata), besugo (Pagellus bogaraveo),
bacalao (Gadus morhua), rombo (Scophthalmus rhombus) y/o acedia (Dicologlossa

cuneata).

Otro aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de produccién de la composicion
inmunogénica que comprende el cultivo de células bacterianas de las cepas T. maritimum y
T. soleae segun se describe en el presente documento, la inactivacién de las células
bacterianas, la recuperacion de las células bacterianas mediante centrifugacion o filtracion y

la suspension de las células bacterianas.

El medio de cultivo utilizado para el cultivo de las células bacterianas CECT 30394 y CECT
30393 se puede seleccionar de cualquiera de los siguientes: caldo Luria Bertani (LB) y caldo
Mueller Hinton (MH) diluidos con agua de mar sintética, caldo marino (CM), caldo FMM,
caldo FMM con 0,5% de glucosa, caldo FMM con 0,5% de sacarosa (FMM-S).

Preferiblemente el medio utilizado sera FMM-S.

La inactivacion de las células bacterianas CECT 30394 y CECT 30393 se realiza por
cualquiera tratamiento fisico o quimico que transforme las cepas en una forma incapaz de
replicarse. Preferiblemente la inactivacion se realizara mediante el uso de formaldehido y/o
calor. Preferiblemente la concentracion de formaldehido estara entre 0,30% — 0.35%. Mas
preferiblemente la concentracion serd de 0,35%. El tiempo para conseguir la inactivacion
mediante el uso de formaldehido es de entre 120 y 180 minutos. Preferiblemente el tiempo
para conseguir la inactivacion sera de 180 minutos. La temperatura para conseguir la
inactivacion sera de entre 20 y 25 grados centigrados. Siendo, preferiblemente, la

temperatura de inactivacion de 25 grados centigrados.

En el caso del uso de calor para la inactivacion preferiblemente las temperaturas estaran
entre 80 y 100 grados centigrados. Siendo, preferiblemente, la temperatura de inactivacion
de 100 grados centigrados. El tiempo para conseguir la inactivacion mediante el uso de
calor es de entre 45 y 60 minutos. Preferiblemente el tiempo para conseguir la inactivacion

seréa de 60 minutos.
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La recuperacion de las células bacterianas CECT 30394 y CECT 30393 se puede realizar
por centrifugacion, microfiltracion o ultrafiltracién. Preferiblemente la recuperacion se

realizara por centrifugacion.

La velocidad de centrifugacion para la recuperacion estara entre 10000 y 12000 rpm.

Siendo, preferiblemente, la velocidad de centrifugaciéon de 10000 rpm.

Los métodos de filtracion pueden elegirse entre microfiltracién y filtracion tangencial. Siendo,

preferible, la filtracién tangencial.

La suspension de las células recuperadas se realizard en cualquier medio liquido que
permita su conservacion. Preferentemente los medios elegidos seran solucién salina (0,9%
NaCl) y tampén fosfato salino (PBS) con formaldehido. Mas preferentemente el medio
elegido serd tampon fosfato con formaldehido. La densidad Optica de la suspension medida

a 620 nm sera de entre 0,5y 0,8. Siendo, preferiblemente Ag, de 0,7.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit para uso en la induccion de una respuesta
inmune en peces, que comprende la composicidn inmunogénica antes descrita v,

opcionalmente, instrucciones relacionadas con la administracion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG 1. Crecimiento de Tenacibaculum maritimum CECT 30394 y Tenacibaculum soleae
CECT 30393 en el medio FMM con y sin suplemento de los azucares glucosa (FMM-G) y
sacarosa (FMM-S), que muestra un mejor crecimiento en el medio FMM-S. Los resultados
se expresan como la masa celular determinada mediante espectrofotometria (Aszo) Y COMoO

células totales/mL.

FIG 2. Eficacia de la vacuna bivalente administrada por inmersion en rodaballo, lenguado,

dorada y lubina, expresada como porcentaje relativo de supervivencia (RPS).

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

El propésito de los ejemplos indicados a continuacion es ilustrar la invencion sin por ello

limitar el alcance de esta.
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Ejemplo 1. Optimizacibn de las condiciones para el cultivo de Tenacibaculum

maritimum y Tenacibaculum soleae.

Para seleccionar las condiciones Optimas para el cultivo de T. maritimum y T. soleae, se
valoré si la incorporacion de azucares (glucosa o sacarosa) a los medios mejora el
crecimiento de las cepas CECT30394 y CECT 30393. Para ello, se utilizaron inéculos
diluidos 1/100, para iniciar los cultivos de T. maritimum CECT30394 y T. soleae CECT
30393 en el medio de cultivo FMM y en el medio FMM suplementado con glucosa (0,5 g/L)
(FMM-G) o con sacarosa (0,5 g/L) (FMM-S). Todas las pruebas de

crecimiento se realizaron por triplicado. En el momento de inicio del estudio (t=0) y a
intervalos regulares se tomaron muestras de los cultivos (5mL) durante las 48 horas
posteriores a la inoculacion. Estas muestras del cultivo se utilizaron para evaluar el pH vy
determinar la masa celular mediante espectrofotometria (Asz0), €l nUmero de células viables
por el método de siembra en placa y el nimero de células totales mediante recuento
microscopico con cdmara Neubauer (Brand™ Birker). Los resultados fueron analizados
utilizando los programas estadistico Excel y SPSS V. 22 (IBM).

Los resultados de este ensayo mostraron que las condiciones éptimas de cultivo de las
cepas de T. maritimum CECT 30394 y T. soleae CECT 30393 eran la incubacion a 25°C
durante 48 horas en el medio FMM (Laboratorio Conda SA, Madrid, Espaia) suplementado
con 0,5 g/L de sacarosa (Sigma Aldrich, Espafia) (FMM-S). En estas condiciones, los
cultivos de T. maritimum CECT 30394 alcanzan una densidad celular 8,5 x 10%° células
totales por mililitro (As2o: 0,715) (Figura 1), mientras que cultivos de T. soleae CECT 30393
alcanzan una densidad celular de 5,6 x 10™° células totales por mililitro (Aeo: 0,576) (Figura
1). Los resultados concordantes entre ambas bacterias demuestran que las condiciones y

medio de cultivo descritas son las idéneas para el desarrollo de la vacuna.

Ejemplo 2. Procedimiento para la obtencion e inacti  vacion de los cultivos bacterianos
de las cepas de T. maritimum y T. soleae constituyentes de la vacuna que comprende

las siguientes etapas:

a) Obtencion de un in6culo en fase logaritmica de crecimiento (24 h de incubacion a
25°C con agitacién orbital 100 rpm) de las cepas de T. maritimum CECT 30394 y T.
soleae CECT30393 mediante cultivo en caldo FMM-S.

b) Inoculacién de matraces de 6 litros, conteniendo tres litros del caldo FMM-S, con 30

mL de los indculos de las cepas de T. maritimum CECT 30394 y de T. soleae CECT

9
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30393 e incubacion a 25°C con agitacion orbital (100 rpm) en condiciones aerbbicas
(0,25 L/min) durante 48h.

Inactivaciébn de los cultivos bacterianos por adicion de formaldehido a una
concentracion final de 0,35 % e incubacion a 25°C con agitacion durante 180 minutos,
al cabo de las cuales se transfieren los cultivos a 4°C. Después de 24h a 4°C, se
centrifugan los cultivos (10.000 rpm durante 30 min), se desecha el sobrenadante, y el
precipitado celular se suspende en tampon fosfato salino (PBS, cloruro sédico, 8 g/L;
cloruro potésico 0,3 g/L; fosfato sédico 0,73 g/L; fosfato mono potésico 0,2 g/L; pH

7,4) con formol a una concentracion final del 0,15% (v/v) (PBS-0,15).

La vacuna bivalente anti-T. maritimum-T. soleae se prepara mezclando volumenes
iguales de las suspensiones en PBS-0,15 de las cepas T. maritimum CECT 30394 y
de T. soleae CECT30393. La mezcla vacunal se ajusta a una densidad oOptica de 0,7
a una longitud de onda de 620 nm (Absorbancia a 620 nm, Agy). La solucién vacunal

resultante contiene aproximadamente 3x10"° células/mL.

El control de esterilidad de las vacunas se lleva a cabo sembrando la mezcla vacunal
en placas de agar FMM-S, placas de agar marino (AM) y placas de agar triptona de
soja (TSA) con NaCl a una concentracion final de 1% (TSA-1) y en tubos de caldo
tioglicolato, e incubando durante 72 horas a 25 y 37°C. La vacuna se conserva a 4°C
hasta su utilizaciéon. El control de especificidad se realiza mediante aglutinacién en
portaobjetos, utilizando el anti-suero obtenido en conejo frente a las cepas CECT
30394 y CECT 30393 y como antigeno las células bacterianas inactivadas empleadas

en la fabricacién de la vacuna.

La inocuidad de la vacuna se evalla en peces mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.)
(0,2 mL) o inmersién (dilucion 1:500) de una dosis doble de las vacunas y evaluacion

de su efecto durante 21 dias.

Ejemplo 3. Evaluacion de la eficacia de la vacuna b ivalente elaborada con las cepas

de Tenacibaculum maritimum CECT 30394 y Tenacibaculum soleae CECT 30393 en

modelos animales.

La eficacia de la vacuna se evalué mediante ensayo experimental utilizando como modelos

peces planos (rodaballo y lenguado) y fusiformes (dorada y lubina). En los ensayos de

vacunacion se utilizaron rodaballos (peso medio 3.06 + 0.78 g), lenguados (peso medio 0.71

+ 0.17 g), doradas (peso medio 7.58 *+ 2.26 g) y lubinas (peso medio 3.17 +0.96 g). Para

10
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estos estudios se utilizaron el numero de peces recomendados por la European
Pharmacopoeia 7.0, 2010.
Los peces se vacunaron por inmersion o inyeccion y posteriormente se llevd a cabo una

infeccion experimental utilizando cepas heter6logas de T. maritimum y T. soleae.

a) Administracion por inmersién . Para ello, los peces se sumergen durante 2 minutos
en la vacuna diluida 1:1000 en agua de mar con fuerte aireacion y se devuelven a
continuacion al tanque de cultivo. Transcurridas cuatro semanas se administra una

dosis de recuerdo utilizando el mismo procedimiento.

b) Administracién por inyeccién . Para ello, se anestesian los peces con el anestésico
Tricaina metanosulfonato (MS-222, Sigma) a una concentracion de 60 mg/L y se

inoculan por via intraperitoneal con una dosis de 0,1 mL/pez de la vacuna sin diluir.

La eficacia de la vacuna administrada por bafio se evalué mediante infeccién por bafo,
sumergiendo los peces (vacunados o control) durante 1 h en una suspensién bacteriana de

la bacteria a evaluar (T. maritimum o T. soleae).

La eficacia de la vacuna administrada por inyeccion se evalué mediante inyeccioén de 0,1 mL
de una suspension de la especie bacteriana a evaluar (T. maritimum o T. soleae). Para este
ensayo, los peces se anestesiaron previamente con tricaina (MS-222 Sigma Aldrich).
Finalizados los retos infecciosos se determiné el porcentaje relativo de supervivencia
(Amend, 1981; European Pharmacopoeia 7.0, 2010). Para ello, se trazaron curvas de
mortalidad especificas en funcion del tiempo transcurrido desde la infeccion experimental
tanto para el grupo vacunado como para el grupo de control. Estas curvas se utilizaron para
interpolar el porcentaje de mortalidad especifica en el grupo vacunado en el tiempo en el
cual se alcanza el 60% de mortalidad especifica en el grupo control (M) y calcular el
porcentaje relativo de supervivencia (RPS) utilizando la siguiente expresion (European
Pharmacopoeia 7.0, 2010):
RPS = (1 — M/ 60) x100

Ademas, la existencia de diferencias significativas en la supervivencia entre los grupos
vacunados y los grupos control expuestos a una infeccion experimental, se verific6 mediante

la prueba de Chi cuadrado (x2, p< 0,05),

La vacuna administrada por inmersién (2 bafios de 2 min, separados por un intervalo de

cuatro semanas) (Figura 2) o por inyeccion (dosis de 0,1 mL) confiere a los peces niveles de
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proteccion elevados (RPS=70-100%) frente a la tenacibaculosis marina causada por ambas

especies patégenas.
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REIVINDICACIONES

Composiciéon inmunogénica caracterizada porque comprende una combinacion
de células bacterianas de las cepas CECT 30394 de T. maritimum y CECT 30393

de T. soleae y una solucién tampén.

Composicién inmunogénica, segun reivindicacion 1, donde las células
bacterianas CECT 30394 de T. maritimum y CECT 30393 de T. soleae se

encuentran a una concentracion entre 5¥10°y 5*10™ células/mL.

Composicién inmunogénica, segun reivindicaciones 1 y 2, donde las células
bacterianas de CECT 30394 y CECT 30393 se encuentran a una concentracion

de 3x10%° células/mL.

Composicion inmunogénica, segun reivindicaciones 1 a 3, donde las células

bacterianas son inactivadas con formaldehido y/o calor.

Composicion inmunogénica, segun reivindicacion 4, donde las células

bacterianas son inactivadas con formaldehido.

Composicidon inmunogénica, segun la reivindicacion 1 a 5, donde el vehiculo

farmacéuticamente aceptable es un adyuvante.

Composicién inmunogénica, segun reivindicacion 6, en donde el adyuvante se
selecciona de la lista que consiste en: compuestos oleosos como adyuvante de
Freund completo (FCA), adyuvante de Freund incompleto (FIA), Eolane 130,
Montanide ISA y Titermax, compuestos inorganicos como alginatos, sales de
aluminio y potasio (fosfato de aluminio y potasio e hidréxido de aluminio),
nanoparticulas PLGA, liposomas, microesferas biodegradables, complejos
inmunoestimulantes (ISCOMs) como saponinas, fosfolipidos, patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) como oligodeoxinucleétidos CpG
ODN, flagelina, polisacaridos bacterianos (LPS) y otros agentes moduladores de
la respuesta inmune como levamisol, Mycobacterium bovis, Mycobacterium

butyricum, Mycobacterium chenolae, paredes celulares de micobacteria,
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guimiocinas, quitosano, sesquioleato de sorbitano, vitamina C, vitamina E, o

cualquier combinacion de los mismos.

Composicién inmunogénica, segun reivindicacion 7, en la que el adyuvante es un

compuesto oleoso

Anticuerpo obtenible tras la inmunizacibn de un animal con la composicion

inmunogénica segun reivindicaciones 1 a 8.

Anticuerpo obtenible, segun la reivindicacion 9, donde el animal empleado para la

inmunizacién es un pez.

Procedimiento para la produccién de la composicidbn inmunogénica, segun
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
i. Cultivar células bacterianas de las cepas CECT 30394 y CECT 30393
en un medio de cultivo que permita su crecimiento.
ii. Inactivacion de las células bacterianas
iii. Recuperacion de las células bacterianas

iv. Suspensién de las células bacterianas

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacién 11, donde el medio de cultivo se selecciona de la lista consistente
en: caldo Luria Bertani (LB) y caldo Mueller Hinton (MH) diluidos con agua de mar
sintética, caldo marino (CM), caldo FMM, caldo FMM con 0,5% de glucosa (FMM-
G), caldo FMM con 0,5% de sacarosa (FMM-S).

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 12, donde el medio de cultivo es caldo FMM con 0,5% de sacarosa
(FMM-S).

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun las

reivindicaciones 11 a la 13, donde la inactivacion de las células bacterianas se

produce por formaldehido y/o calor
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Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 14, donde la inactivacion de las células bacterianas se produce por

formaldehido

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 15, donde la concentracion del formaldehido est4 entre 0,30 y
0,35%.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 16, donde la concentracion del formaldehido es de 0,35%.

Procedimiento para la produccién de la composicidbn inmunogénica, segun
reivindicaciones 14 a 17, donde el tiempo para la inactivacion esta entre 2 y 3

horas.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 18, donde el tiempo para la inactivacion es de 3 horas.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun las
reivindicaciones 11 a 19, donde la temperatura para la inactivacion esti entre
20°C y 25°C.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 20, donde la temperatura para la inactivacion es de 25°C

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 14, donde la temperatura para la inactivacion por calor esta 80°C y
100°C.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 22, donde la temperatura para la inactivacién por calor es de
100°C.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun
reivindicaciones 22 a 24, donde el tiempo para la inactivacion esta entre 45y 60
min.
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Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 24, donde el tiempo para la inactivacion son 60 minutos.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun
reivindicaciones 11 a 26, donde la recuperacion de las células bacterianas se

realiza a través de una de las siguientes técnicas: centrifugacion y ultrafiltracién

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 26, donde la recuperacion de las células bacterianas se realiza a

través de centrifugacion.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 27, donde la centrifugacion se produce a 10000-12000 rpm.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la

reivindicacion 28, donde la centrifugacion se produce a 10000 rpm.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun
reivindicaciones 11 a 29, donde la suspension se realiza en solucion salina y

tampon fosfato salino (PBS) con formaldehido.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 30, donde la suspensién se produce en tampoén fosfato con

formaldehido.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 31, donde el formaldehido se encuentra a una concentracion entre
0,10y 0,20%

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 31, donde el formaldehido se encuentra a una concentracién de
0,15%

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun
reivindicaciones 30 a 33, donde tras la suspension la densidad 6ptica a 620 nm
esta entre 0,5y 0,8.
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Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 34, donde tras la suspension la densidad oOptica a 620 nm es de
0,7.

Procedimiento para la produccion de la composicion inmunogénica, segun la
reivindicacion 11 a 35, en el cual se incluye un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

Uso de la composicion inmunogénica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, o del anticuerpo segun las reivindicaciones 9 a 10, en la elaboracién de una

composicion farmacéutica o composicion veterinaria

Uso de la composicion inmunogénica, segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, o del anticuerpo segun las reivindicaciones 9 y 10, en la elaboracion de un

medicamento para la prevencion, control y/o tratamiento de la tenacibaculosis.

Uso segun la reivindicacion 38 donde el medicamento es una vacuna.

Uso segun la reivindicacion 39 donde la vacuna es para peces.

Uso segun la reivindicacion 40 donde los peces se seleccionan de la lista que
consiste en: salmon atlantico (Salmo salar), salmén del pacifico (Oncorhynchus
kisutch), trucha (Oncorhynchus mykiss), rodaballo (Scophthalmus maximus),
lenguado (Solea solea y Solea senegalensis), lubina europea (Dicentrarchus
labrax), dorada (Sparus aurata), besugo (Pagellus bogaraveo), bacalao (Gadus

morhua), rombo (Scophthalmus rhombus) y/o acedia (Dicologlossa cuneata).

Uso segun la reivindicacién 41, donde los peces son dorada (Sparus aurata),
lenguado (Solea senegalensis), lubina (Dicentrarchus labrax) y/o rodaballo

(Scophthalmus maximus).

Un kit para uso en la induccion de una respuesta inmune en peces, que
comprende la composicion inmunogénica segun reivindicaciones 1 a 8 v,

opcionalmente, instrucciones relacionadas con la administracion.
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